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u INTRODUCCIÓN
1.- CULTIVO IN VITRO
u Según la teoría celular de Schawnn cada célula de un organismo multicelular es una
unidad con capacidad para desarrollarse. El cigoto de un organismo pluricelular es¡
totipotente y a partir de él se pueden diferenciar todos los tipos de células y tejidos que
componen un individuo adulto. Esta capacidad se pierde en las células animales, sin
embargo las plantas conservan su totipotencia en las células difrrenciadas. Este hecho se
refleja en la naturaleza cuando en una zona dañada de una planta se regenera un árgano
completo o embriones adventicios, así como por la existencia de plantas que seU reproducen por esquejes donde un fragmento de la planta puede formar una plantau entera.
Esta respuesta mostrada iii vivo por las plantas puede ser manipulada ¡ix vitro cultivando
células somáticas o germinales en condiciones fisico-quimicas definidas. Esta situación se
conoce como cultivo de tejidos y comprende el cultivo de todas las partes de una planta,u desde células individuales basta órganos y tejidos.u Estas células o tejidos cultivados in vitro pueden dar dos tipos de respuesta: una
desdiferenciación celular acompañada de crecimiento tumoral, que da lugar a una masa
3 de células denominada callo o una respuesta morfogenética por la cual o se forman
órganos (organogénesis) o embrianes (embriogénesis somática).u El cultivo in vitro se desarrolló por los años 50 principalmente en dicotiledóneas y enu especial en las especies consideradas modelo como zanahoria y tabaco. Las gramíneas
por el contrario fueron consideradas durante mucho tiempo como “lecalcitrantes”,
¡ ténnino con el que se denominaron a todas aquellas especies que presentaban
dificultades para establecer un cultivo o bien que eran incapaces de mostrar una
u respuesta morfogenética.
¡
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Las primeras publicaciones en gramíneas, en los años 50, describían el establecimiento de¡
cultivos en maíz y Lolium aunque incapaces de mostrar respuesta morfogénica y fonnar¡ plántulas, Las primeras plantas regeneradas in vitro fueron de arroz (Nishi et al. 1968) y
caña de azúcar (Heinz y Mee, 1969). A pesar de estos resultados solo se pudieron3 regenerar plantas a partir del cultivo de tejidos en forma rutinaria a principios de los años
80. Esto ¡be posible principalmente por la manipulación de diversos ~ctares que influyen
¡ en la respuesta ¡ix vitro tanto de dicotiledóneas como de monocotiledóneas.
U Estos factores, refiriéndonos esencialmente a las monocotiledóneas, corresponden a los
siguientes puntos:U
* el estado fisiológico y de desarroUo de los explantes utilizados.U * el uso de medios nutritivos que contenían concentraciones relativamente altas de
auxinas (2,4 D)
* selección y mantenimiento de los sectores altamente regenerables del callo
* genotipo del explante
U El conocimiento de estos factores permitió el cultivo lii vitro especies consideradas como
las gramíneas, a las que nos referiremos a continuación. En el caso de las dicotiledóneas
permitió mejorar la respuesta al cultivo.U
1.1.- Medio dc cultivo
u
Los requerimientos nutricionales de las gramíneas para su cultivo lix vitro suelen seru
bastantes simples. El medio más utilizado en la mayoría de los casos es el medio de¡ Murashige-Skoog (MS) (1962). Para inducir la proliferación celular generalmente es
suficiente agregar la auxina sintética 2,4-D al medio de cultivo. La presencia de esta
¡ hormona es imprescindible para la formación de cultivos morfogenéticos y para inducir la
embriogénesis somática También se puede adicionar al medio diferentes hormonas o
U
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sustancias para inducir una mejor regeneración o crecimiento del callo como
U citoquininas, ácido abscísico o prolina.U
1.2.-Tipo de explanteU
Si como explante se utiliza tejido maduro y diferenciado no se obtendrán cultivos
¡ morfogénícos aunque se encuentre en el medio de cultivo adecuado. Por el contrario el
tipo de tejido que se debe utilizar para iniciar un cultivo debe estar formado por células
meristemáticas y sin diferenciar.
Green y Phillips (1975) demostraron que los callos obtenidos a partir de embriones
inmnaduros de maíz eran capaces de regenerar plantas durante largos períodos de tiempo.U Desde entonces este tipo de explante ha sido ampliamente utilizado para iniciar cultivos
morfogenéticos (revisión Vasil y Vasil, 1995). Los otros explantes imnaduros utilizados
corresponden a inflorescencias (Brettell et al., 1980) y a hojas inniaduras (Wernicke yU Brettell, 1980).
En los tres casos el estado de desarrollo del explante es un factor crítico en la obtención3 de cultivos morfogenéticaniente competentes.
Como indicador del estado de desarrollo del explante en el caso de los embriones
¡ inniaduros se tiene en cuenta tanto los días post-antesis como el tamaño del embrión
U mientras que en el caso de la inflorescencia inmadura se han utilizado explantes de
diversas longitudes (revisión Vasil y Vasil 1995).
U Cuando se utilizan fragmentos de hoja como explante, solo los fragmentos
correspondientes a las zonas basales muestran capacidad morfogenética mientras que losU fragmentos más alejados son incapaces de responder al cultivo. En cultivos de hoja de
3 Sorghum bicolor (Wernicke y Brettelí, 1980) se ha demostrado la existencia de este
gradiente ya que las células que se encuentran en una estado casi meristemático “in vivo”
U son las únicas capaces de proliferar “in vitro”, por lo que los explantes se deben escoger
de las regiones que espacial y temporalmente sean las más parecidas al meristemo basal.U
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U Este gradiente de respuesta que muestran las bojas al ser utilizadas como explante se hadescrito en numerosas especies, Secale ceredile (Linacero y Vazquez, 1986), Panicum
U max¡mum (Lu y Vasil, 1981), Saccharum officinarum (Ho y Vasil, 1983), Zea mays
(Wenzler y Meins, 1986). Este hecho se ha relacionado con la posible existencia de
gradientes internos de algunas hormonas.
En Pennisetumpurpureum (Rajasekaran et al., 1987 a) se observa una disminución de la
concentración tanto de ABA como de IAA a medida que la muestra se toma más alejada
de la base de las hojas. Por otro lado si se modifican las concentraciones hormonales
endógenas por el uso de inhibidores, los explantes tomados después del tratamiento
U pierden su capacidad regenerativa (Rajasekaran et al., 1987 b)
¡ 1.3.-Condiciones ambientales
U Las condiciones ambientales en las que se encuentra la planta donadora durante laU formación y desarrollo de los distintos explantes, son de gran importancia en la respuesta
que estos darán en el cultivo.
E Las condiciones del cultivo, invernadero o campo, la temperatura, humedad o frecuencia
¡ de riego, son factores que afectan al desarrollo de la planta y como consecuencia al
estado fisiológico del explante. Lurhs y Lorz (1987) observan que la respuesta del
embrión inmaduro de cebada en dos años sucesivos es muy variable y atribuyen estas
diferencias a las variaciones observadas en el clima en los dos años que se realizaron losU experimentos. En embriones inmaduros de maíz se logró incrementar la respuesta al
cultivo in vitro, modificando las condiciones ambientales en las que se desarrollaba la
planta donadora (Lu y Vasil, 1983; Tomes y Smith, 1985).3 No cabe duda que el ambiente en que se desarrolla una planta, con un genotipo dado,
determina el estado fisiológico de ésta y por lo tanto del explante para iniciar el cultivo
U de tejidos.
U
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¡ 1.4.-Genotipo
3 En los primeros trabajos realizados en cultivo iii vitro de gramíneas, se observaba que la
respuesta obtenida a partir de individuos de distintas especies o distintas variedades o
U cultivares de una misma especie era diferente lo que indica que el genotipo de la planta
U donadora influye en la respuesta al cultivo. Estas diferencias genotipicas para formarcultivos moifogenéticos se comprobó en maíz (Duncan et al., 1985), cebada (Lurhs y
E LÓrz, 1987) y centeno (Linacero y Vazquez, 1986, 1990) entre otros. Sin embargo
algunos autores mantienen que los factores fisiológicos y ambientales son los que
E determinan y modifican la respuesta al cultivo de forma príoritaria (Vasil, 1987).
U Con la finalidad de caracterizar este control genético se realizaron numerosos trabajosLa primera evidencia sobre el control genético de la regeneración se obtuvo en alfalfaE (Bíngham et al., 1975) y en esta misma especie se llegó a postular un modelo para la
producción de embriones en el que estarían implicados dos genes dominantes
3 complementarios con efecto aditivo (Hernandez Femandez y Christie, 1989).
En maíz Beckert y Qing (1984) realizaron cruzamientos dialélicos entre líneas puras y
¡ observaron que la respuesta al cultivo in vitro es altamente heredable. Entre Se observa
un alto nivel de variación genética entre líneas, que se debe a factores de tipo aditivo
(Tomes y Smith, 1985).
En trigo se analizaron distintas líneas aloplásmicas y se observó que la frecuencia de
regeneración dependía del citoplasma (Mathias et al., 1986) y que la respuesta se podía
U incrementar por sustitución con el cromosoma 4B (Mathias y Fukui, 1986) de Chinese
Spring por el 4B de Cappelle Desprez. Habría un gen mayor de respuesta al cultivo en el
brazo 2DL y genes menores en los brazos 2AL y 2BS (Kaleikau et al., 1989) así comoU otro gen mayor regulador que estaría en el brazo 2BL, En la formación de embriones
somáticos actuarían numerosos genes recesivos (De Buyser et al., 1992) a diferencia deU lo que ocurre en alfalfa y maíz donde parece ser que son dominantes (Reisch y Bingham,3 1980; Hodges et aL, 1986).
¡
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Todas estos resultados sugieren que la respuesta al cultivo in vitro puede serE
seleccionada y transferida, mediante técnicas de mejora clásica, a genotipos recalcitrantes3 de interés.
U lA-Mantenimiento dc los cultivos
E Aquellos callos que muestran capacidad regenerativa a través de embriogénesis somática
3 son denominados callos embriogénicos.
Los callos embriogénicos presentan vanas características bien definidas (Vasil y Vasil,¡ 1995) ya que son compactos, altamente organizados, de crecimiento lento y de color
blanco, Están formados por células isodiamétricas pequeñas con paredes muy delgadaasE y citoplasma denso y rico. Se han descrito otros tipos de callos embriogénicos queU aParecen de manera muy minoritaria y no tienen exactamente la morfología mencionada,
pero los callos que se deben utilizar en especies como maíz o trigo para poder3 mantener un cultivo embijogénico por tiempo prolongado (Vasil y Vasil, 1995).
Para mantener la capacidad enibriogénica de estos callos deben realizarse transplantesU con una frecuencia menor de 30 días, ya que si no los callos comienzan una etapa deU pérdida de capacidad regenerativa basta Uegar a la senescencia (Chandíer y Vasil, 1984).
Se cree que el factor determinante de esta situación es el 2,4-D que debe estar en
concentraciones elevadas para mantener en el callo su capacidad regenerativa (Karlson y
Vasil, 1986)U La selección de callos y las condiciones de transplante se deben elegir en cada material
utilizado, ya que varían de una especie a otra.
¡ 2.-EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA
E La formación de embriones somáticos se describió por primera vez en el alIo 1980 (Dale,
1980; Vasil y Vasil, 1980; Wernicke y Brettell, 1980) y desde entonces la embriogénesis
U
U
U
e
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somática se ha descrito en prácticamente todas las gramíneas. Los embriones somáticos¡ se originan directamente de una sola célula o indirectamente a partir de masas¡ proembriónicas, que a su vez se originaron de una única célula (Vasil y Vasil 1995). Esta
formación a partir de una célula comienza con divisiones internas de segmentación,¡ engrosamiento de paredes celulares y una ruptura temprana de todas las conexiones
E plasmodémicas que indican un aislamiento con el tejido que rodea a dicha célula (Franz y
Schell, 1991).3 En general no se siguen los patrones de división celular específicos de los embriones
cigóticos aunque en muy poco tiempo aparecen embriones globulares que presentan3 todas las caracteristicas de los embriones cigóticos. En monocotiledóneas, la formación
de una hendidura lateral en la región apical del embrioide globular indica el inicio de un
U estadio escutelar (Brisibe et al., 1993). El escutelo comienza a hacerse evidente por un¡ crecimiento lateral por encima de la hendidura. El embrión continúa su desarrollo por
estadios cotiledonares donde se desarrolla el coleoptio y se diferencian los meristemos
¡ apicales y radiculares (Vasil y Vasil ¡995>. Algunos embriones desarrollan Una estructura
similar a un suspensor que lo mantienen unido al callo. La única diferencia morfológicaE descrita durante el cultivo de embriones somáticas es que presentan mayor tamaño que3 los embriones cigóticos en Dac¡ylis glomerata (Conger et al,1983). En el caso de las
dicotiledóneas, las fases de la embriogénesis cigótica, globular, corazón, torpedo y
¡ dicotiledonar están igualmente reflejadas en los embriones somáticos,
El grado de similitud entre los embriones somáticos y cigáticos es asombroso,
¡ especialmente si se tiene en cuenta que los embriones somáticos se desarrollan fuera de
un tejido materno. El hecho de que se puedan desarrollar embriones normales a partir de
¡ células somáticas demuestra que el programa genético de la embriogénesis está dentro de3 cada célula y puede funcionar en ausencia de productos génicos maternos. Es posible
que la composición hormonal del medio de cultivo de los callos imite de alguna forma las3 señales para iniciar la embriogénesis.
U
E
E
U
9
E
Las hormonas que parecen implicadas directamente en la inducción de la embriogénesisu
somática son las auxinas, y su disminución o desaparición del medio de cultivo seria la¡ señal para disparar el desarrollo del embrión somático. El tiempo de exposición a esta
hormona, que necesitan los explantes es muy variable, desde unas pocas horas en
¡ microcallos de alfalfa (Dudits et al., 1993) hasta 7 dias para suspensiones de zanahoria
(Nomura y Komamine, 1985) eliniinándose después la hormona del medio de cultivoU para continuar el programa embriogénico. En presencia de auxina las lineas celulares de3 zanahoria solo pueden desarrollarse hasta el estadio globular pero no pueden continuar
su desarrollo (Borkird et al., 1986).3 A partir de ese momento los embriones sintetizarian su propia auxina (Michalczuk et al.,
1992) que debe tener el transporte polar adecuado para que la embriogénesis sea normalU (Liu et al., 1993). En los embriones somáticos la inhibición del transporte polar de
¡ auxina provoca en Brasrnca juncea la inducción de la embriogénesis pero produce un
cotiledón fusionado cilíndrico.¡ Sin embargo la diferencia más llamativa entre los embriones cigóticos y somáticos, es
que los primeros pasan por una etapa de dormancia después de haber perdido el 95% deU su contenido en agua y detener la síntesis de ARN y proteínas (Golberg et al., 1989). En3 la naturaleza también hay casos donde el embrión después de la maduración no entra en
dormancia sino que germina precozmente como el caso de los mutantes vivíparos de¡ Arab¡dops¡s y maíz (Ooms et al., 1993; Mc Carty et al., 1991). Incluso los embriones de
un gran número de plantas, si se aíslan del resto de la semilla y se cultivan in vitro
E pueden germinar sin pasar por un período de deshidratación y latencia.
Todas estas evidencias demuestran que los embriones pueden pasar directamente delU
programa de embriogénesis al de germinación sin entrar en dormancia.¡ Esta situación pone de manifiesto que e! tejido que rodea al embrión cigótico debe enviar
una señal que impide la germinación precoz. Este papel lo cumpliría el ácido abscisico
¡ (ABA), siendo numerosas las evidencias a favor de esta regulación hormonal (Rock y
u Quatrano, 1995):
U
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U * Existe una correlación entre bajos niveles de ABA y la germinación precoz de
3 embriones cultivados in vitro.
* La aplicación de ALBA exógeno evita la germinación y favorece el crecimiento de
3 embriones inniaduros.
* La sensibilidad al ALBA exógeno es máxima cuando la concentración endógena de ésta
U hormona es la más alta.3 * Las plantas mutantes deficientes en ALBA, que tienen niveles muy bajos de esta
hormona, presentan embriones que germinan estando aún en el fruto.
3 De esta forma la acumulación de ALBA que se observa en la semillas cuando el embrión3 está entrando en la etapa de maduración sería la responsable de que el embrión cigótico
entrara en dormancia.¡ Sin embargo, aunque el embrión somático no entra en dormancia, sí acumula ALBA y
responde a los cambios que se puedan producir en su concentración. En suspensiones de3 zanahoria al agregar fluoridona, un inhibidor del ARAL, se detiene el crecinuiento de los
embriones y éstos no progresan más allá del estadio globular (1-Iatzopoulus, 1990). En
U los callos embriogénicos de caña de azúcar la concentración de ABA corresponde a 87.13 pmoVg de tejido seco mientras que en los callos no embriogénicos es de 0.5 pmol/g de
tejido seco (Guiderdoni et al., 1995).
¡ Al mismo tiempo que se incrementa el nivel endógeno de ARAL, se observa la
acumulación de ARLN mensajeros en el embrión, durante las etapas media y tardía de su
U desarrollo. A las secuencias que codifican estos ARNm se las denominan Lea, por lateu embyo ¡bundant.
Los embriones aislados en etapas muy tempranas de su desarrollo no sintetizan ni
¡ acumulan estos ARNm. Pero si estos embriones se tratan con ARAL exógeno se produce
una acumulación precoz de los ARLNm Lea y otros ARNm.3 Las proteínas LEA presentan una gran homología, son solubles y básicas, son ricas en
glicina y lisina y presentan pocos residuos hidrofóbicos. Estas características hacen que
¡
¡
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sean una proteínas muy hidrofilicas y estables (Dure III et al., 1989). Por todo esto se
¡ propone que posiblemente sean proteínas con función de protección frente a la pérdida
¡ de agua tan drástica que tiene lugar durante la última etapa de desarrollo de los
embriones cigóticos. Sin embargo, estas proteínas también se expresan en los embriones3 somáticos, como se describe en la revisión de Zimmerman (1993) como ejemplo se
puede escoger el gen EMB-l (Wurtele et al., 1993) que por experimentos de hibridación
¡ in sun muestra el mismo patrón de expresión en embriones somáticos y cigóticos. La
3 lista de genes Lea que se expresan en los dos tipos de embriones es muy extensa, como
los genes ECP3 1 y ECP4O de zanahoria (Kiyosue et al., 1992, 1993). Esta serie de3 resultados además, otorgan validez al uso de embriones somáticos como modelo para
estudiar la embriogénesis, apesar de las diferencias en su comportamiento, que ya hemos¡ mencionado,
¡ Aunque los genes Lea han sido clasificados en al menos 6 grupos (Dure III, 1993) por su
homología en la secuencia de aminoácidos, se pueden diferenciar en dos grandes grupos:3 aquellos que solo se expresan en embriones y los que se pueden inducir por tratamientos
con ALBA tanto en tejido embriogénico como vegetativo.¡ En los primeros podemos citar a los genes ECP3 1 y ECP4O que solo se expresan en los
embriones de zanahoria (Kiyosue et al., 1992 y 1993) así como las secuencias descritasE en maíz por Williams y Tsang (1991 y 1992) y que denominan Emb 564 y EmbS.
3 Entre los genes Lea que se expresan en tejido vegetativo están, entre otros, la secuencia
Em de trigo (Berge et al., 1989), y el gen rab 28 de maíz (Pía et al., 1993). Estas¡ secuencias, independientemente del tejido donde se expresen, pueden ser inducidas por
ALBA exógeno como ya mencionamos anteriormente.
E Aunque los genes Lea potencialmente estén regulados por ARAL los distintos patrones de
¡ expresión que se observan indican que esta hormona debe formar parte de un complejo
mecanismo de regulación,¡ En las semillas maduras se encuentran niveles altos de algunos ARLNm Lea, situación que
contrasta notoriamente con los transcriptos para proteínas de reserva que se acumulan en
¡
U
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¡ niveles muy altos al mismo tiempo que los transcriptos Lea, pero llegan a niveles muy
bajos o indetectables en la semilla madura (Galan et al., 1987). Algunas proteínas de3 reserva se inducen por ALBA como la cruciferina y la napina en Brass¡ca n¿zpus (Crouch
y Sussex, 1981 y De Lisie y Crouch, 1989) y la subunidad fi de la ji congjicina de soja
3 (Bray y Beachy, 1985). Sin embargo las proteínas de reserva de otras especies no
¡ aparecen reguladas por ALBA. Esto demuestra la existencia de diferencias entre especies
y que diferentes grupos de genes expresados al mismo tiempo en el desarrollo de las
3 semillas están regulados por mecanismos diferentes
Por otra parte el ALBA ha sido siempre considerada una hormona de estrés, cuyos nivelesU endógenos se elevan como consecuencia de un déficit de agua en las células provocado
¡ por distintas situaciones como deshidratación, congelación o aumento de la
concentración salina del medio (Chandler y Robertson, 1994 y Voesenek y Van der3 Veen, 1994). La falta de agua induce una respuesta compleja que se inicia con la
percepción de la sena] y se manifiesta en cambios a nivel celular y fisiológico.3 Estas respuestas también van a depender de la duración y la severidad del estrés, así¡ como del estado de desarrollo de la planta y del tipo de estrés hídrico. Las proteínas que
se expresan en las situaciones de estrés se pueden dividir en dos grandes grupos, las que
¡ se inducen por ALBA ylas que no lo hacen (Quarrie, 1990).
Entre las proteínas que se inducen como consecuencia de una situación de estrés y que
3 no se inducen por AB?., llamados por Bray (1993) genes que no responden al AB?., se
encuentran aquellos donde la aplicación de ALBA exógeno no varía su patrón de
¡ expresión como se describe en judía (Guerrero et al., 1990) y en Arabidopsís
¡ (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1992>.
Entre las proteínas que se inducen por ALBA, los diferentes estreses conectan en la misma3 cascada de transducción pues el ALBA está involucrado en la inducción de numerosas
proteínas como consecuencia de la pérdida de agua que estos estreses provocan (Bray
¡ 1993). De esta forma algunos genes expresados durante una situación de estrés hídrico
¡
u
u
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1333 también se expresan durante las fases de maduración debido a los procesos de
desecación de la semilla.¡ Es en este punto donde converge la expresión génica como consecuencia tanto de un
estrés hídrico como del desarrollo del embrión, siendo los genes Lea los puntos de
¡ convergencia o unión, dando fUerza a la hipótesis de que estos genes están involucrados
u en mecanismos generales dc tolerancia a la sequja. Entre estos genes se encuentran losgenes Em de trigo (Berge et al., 1989) y Arabidopsis (Finkelstein, 1993), el gen rab 28E de maíz (Pla et al., 1991), las dehidrinas de cebada y maíz (Close eta!., 1989) entre otros
y en todos ellos su expresión está mediada por ALBA.U Cuando en la región promotora del gen de EM de trigo (Marcotte et al., 1988) se3 encontró una caja denominada ABRE (por ARAL ftesponsive) se pensó que todos los
genes regulados por ALBA tendrían una caja ABRE en su promotor. Sin embargo existen
3 genes regulados por ALBA que carecen de una caja ABRE, como el gen 1e16 de tomate
(Plant et al. 1991) que solo se expresa en tejido vegetativo aéreo frente a situaciones de3 estrés hídrico o salino o por adición de ABA exógeno. En la planta de la resurrección
Caterostigma planraginewn tampoco se encuentra caja ABRE en aquellos genes que
¡ responden al ABA (Michel et al., 1993).3 Además, como ya se ha mencionado, los genes pueden estar regulados por ALBA pero
presentar un patrón espacial y temporal de expresión completamente distinto unos de
¡ otros. Esta situación sugiere que el ALBA actúa a través de múltiples mecanismos o que
actúan numerosos componentes todavía no identificados además del ARAL. En un trabajo3 donde se comparan ocho genes distintos inducidos por ALBA en la einbñogénesis de
¡ maíz, Williams y Tsang (1994) forman tres grupos, en razón a diversos frctores como la
concentración de ARAL que necesitan para inducirse, el tiempo después de la polinización
¡ en que se expresan, si para su expresión necesitan el fbctor Vp1, si son exclusivos de
embriones o también se expresan en tejidos somáticos. Esta situación revela que aúnE quedan muchísimos puntos oscuros, fundamentalmente en el papel que jugarla el ARAL y
3
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de que forma actuaria en la regulación de numerosos genes durante la embriogénesis y/ou
la sequía.u
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OBJETIVOS
3 El objetivo planteado en esta tesis es analizar los cambios de expresión que se producen
durante la embriogénesis somática, situaciones de estrés hídrico y aplicación de ARALU exógeno, estudiandose el grado de relación existente entre estas tres situaciones. Este
trabajo se ha realizado en dos variedades de caña de azúcar, Saccharum officinarum, una
resistente y otra susceptible a sequía.3 Como paso previo para realizar el estudio propuesto se ha puesto a punto la técnica de
obtención de canos embriogénicos en esta especie.
¡ Todos los estudios de cambios de expresión se han realizado por electroforesis
bidimensional de proteínas traducidas in vitro a partir de ARN total de las diferentes
situaciones.3 Finalmente se ha estudiado el comportanteinto del gen Em descrito como un gen Lea en
otras especies.
3
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U
MATERIAL3
3 Se utilizaron dos variedades comerciales de calla de azúcar, Saceharuna offic¡narum L.,
cedidas por el Dr. 5. González Suarez, Universidad de La Habana, Cuba. Estas3 variedades se caracterizan por su diferente comportamiento ftente a situaciones de estrés
hídrico. La variedad Jaronú 605 (JA-605) es resistente a la sequía mientras que la
U variedad Cuba 8751 (C-875 1) es sensible a esa condición.
E
¡
METODOS
u3 1-CULTIVO IN VIVO
3 Las pintas de estas dos variedades se mantuvieron en invernadero y se renovaron por
resembrado de nuevas plantas. Las plantas adultas se cortaron desde la base y se
3 seccionaron por los entrenudos y estas estacas, formadas por un nudo más varios
centímetros de tallo, se colocaron en posición horizontal sobre veriniculita húmeda, conU la que se semicubrieron. De esta forma las yemas axilares germinaron. Cuando las nuevas3 plántulas llegaron a medir unos 10 cm de altura y presentaban un sistema radicular muy
desarrollado se pasaron directamente a la tierra.
U
2-CULTIVO IN VITRO¡
3 2.1-Medios de cultivo
¡ La composición básica de todos los medios ¡be la descrita por Murashige y Skoog en
1962 (MS). Los reguladores de crecimiento empleados fUeron: ácido 2,4
U
U
U
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diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido indol-3-acético (IALA), kinetina (K) y ácido abscísicoU (ARAL). A todos los medios se les añadió sacarosa al 3% (p/v) , el pH se ajustó a 5,7 y la
¡ concentración de agar ¡be de 0,8%. Los medios de cultivo se esterilizaron por
autoclavado a 1 Kg/cm2 de presión, 1 200C durante 15 minutos.
u
Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:
¡ eFormación de callo: MS+2 (MS + 2 mg/1 2,4-D)
¡
‘Mantenimiento de callo: SCC (MS + 3 mg/1 2,4-D + 1.2 mge’l IALAL + 0.2 mg/l K)
¡
eRegeneración: SCR (MS + 2 mg/l K + 1.3 mg/l IALA)
3 2.2-Formación y propagación de callos
3 En plantas adultas se seleccionó, a partir del último entrenudo, una zona de una longitud
de 10 a 15 cm.. Se esterilizó en superficie con una solución de etanol al 70% durante3 unos segundos y luego se sumergió 20 minutos en una solución de hipoclorito sódico al3 5% y Tritón-X100 0.02%. Se lavó profUsamente con agua estéril. A partir de este
“cilindro” de tejido meristemútico se cortaron secciones de aproximadamente lmm. de3 grosor. Se comenzó a cortar siempre desde el entrenudo hasta llegar a distinguir las hojas
jóvenes enrolladas de manera muy compacta. Cada una de estas secciones se consideróU un explante. Se sembraron en medio MS+2 y siempre se colocaron, manteniendo el
¡ orden de menor a mayor altura que ocupaban en la planta, en 3 filas de 4 explantes cada
una por cada placa Petri. Las condiciones de cultivo fueron de oscundad y a una
3 temperatura constante de 23 t FC por un período de 25 días.
A partir de ese momento los transplantes se realizaron al medio de cultivo SCC cada 25
¡ días, manteniendose en las mismas condiciones de temperatura y oscuridad.
3
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U3 2.3-Regeneración
3 Los callos se cogieron entre el 30 y 80 periodo de subcultivo en el medio SCC, 10 días
después de realizar el transplante. Se sembraron en medio SCR. Las condiciones de3 cultivo fueron 16 h. de luz (12W/m2) y 8 h. de oscuridad a una temperatura de 24+1 0C.
El cambio de medio de cultivo se realizó cada 30 dias aproximadamente. Las plántulas3 formadas se transplantaron por separado, disgregando el callo original. A los 3 meses del3 primer transplante en medio SCR se obtuvieron plantulas de 10 cm. de altura
apToxlmadamente, que se podían sacar de las condiciones de esterilidad y ser sembradas
3 en una parcela de tiega.
La medida de la capacidad de regeneración se realizó en callos, con el mismo número de
E subcultivos en las dos variedades, que se pasaron al medio SCR. Un mes más tarde se
3 evaluó si el callo había mostrado capacidad de regeneración incluidos aquellos callos que
presentaron zonas verdes aunque no se pudiera distinguir una plántula en el momento de3 la evaluación. Al mismo tiempo se contabilizó el número de plántulas que fornió cada
callo. Los datos se evaluaron, y se compararon en el primer caso a través de la pruebaU de chi-cuadrado de contingencia y en el segundo haciendo un análisis de varianza de 1 y3 2 factores de efectos fijos.
3 3.-TRATAMIENTOS
3 Todos los tratamientos se realizaron por igual en las dos variedades de caña de azúcar.3 Para realizar los estudios referentes a la embriogénesis somática, se escogieron los
siguientes tiempos.
3 TO: En este tiempo se fijaron aquellos callos que permanecieron por un espacio de 10
días en medio SCC ftesco, entre el 40 y 80 periodo de subcultivo.¡ Lbs restantes tiempos escogidos, se obtuvieron al pasar callos TO a las condiciones de
3 regeneración (ver 2.3)
3
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TI: Estos callos se caracterizaron por presentar zonas rojizas. Se fijaron a los 5 días de3 haber sido cambiados a las condiciones de regeneración.3 T2: Para este tiempo se eligieron los callos TO que se mantuvieron durante 15 días en las
condiciones descritas arriba. Estos callos presentaron pequeños brotes verdes.3 El: Los embriones globulares de los callos altamente embriogénicos, que sólo llevaban 1
o 2 meses en el medio de cultivo SCC, se escogieron en forma individualizada.3 E2: Igual que el punto antenor pero escogiendo embriones escutelares, de los callos
¡ altamente embriogénicos cultivados durante 5 días en medio SCR,
Se realizaron dos tratamientos de estrés hídrico, y en ambos casos se partió de los callos
¡ TO, tomando a estos callos TO como control de los tratamientos de sequ¡a.
SEQUÍA FUERTE: Se denominó de esta manera a aquellos tratamientos que produjeron
E una perdida del peso fresco de los callos cercana al 50% . Para obtener este grado de
deshidratación se dejaron los callos durante un periodo que oscilaba entre 1 y 2 horas,
bajo la corriente de aire de la cabina de flujo laminar, en una placa Petri vacía y
3 destapada.
SEQUIAL SUAVE: En este tratamiento se provocó una pérdida aproximada del 12% deIU peso fresco. Los callos TO permanecieron sobre un papel de filtro, dentro de una placa
Petrí cerrada y en oscuridad, hasta llegar al peso deseado, El tiempo de duración de estos
tratamientos fue de unas 24 a 30 horas.3 En ambos casos y para comprobar que las condiciones no fueron tan drásticas como para
causar la muerte del tejido, se pusieron callos tratados en condiciones de regeneración.3 Estos callos tratados presentaban una regeneración normal,
Para estudiar la acción del fitoregulador ARA en los callos embriogénicos se realizó el3 siguiente tratamiento:
3 ARAL: Se tomaron callos TO y se cultivaron durante 24 horas en un medio de cultivo
SCC suplementado con ARAL 104M, en las mismas condiciones de temperatura y3 oscuridad que los callos en SCC. En este tratamiento los controles también fueron los
callos TO.
U
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Se realizaron otros tratamientos con esta hormona, que se especifican en cada caso,U también con callos TO, utilizando dos concentraciones de PSA: 10.2 y ío~ M. En el
¡ primer caso la duración del tratamiento fue de 24 h. y de 4 días, mientras que con la
concentración de io~ M también se hicieron tratamientos de 9 y 18 días. Los controles3 de estos tratamientos fueron callos cogidos en los mismos tiempos y mantenidos en el
medio SCC.3 Después de cada tratamiento se congeló el material en nitrógeno líquido y se guardó en
¡ congelador a -8(tC basta el momento de extraer el ARN.
3 4.-EXTRACCION DE ARN
3 Se utilizó el método del fenolISDS, según el protocolo de (Ausubel et al., 1989) con
ligeras modificaciones para extraer ARN total.u
Se homogeneizó 1 g. de muestra en el mortero, manteniendo el tejido siempre¡ congelado. Se transfirió a un tubo estéril con 25 ml de buifer TLE (0,2M Tris; 0, IM
LiCI; SmM EDTA y pH 8,2) y 750 ~.dSDS 20% y se agitó vigorosamente. Se agregó un
3 volumen de 7,5 ml de fenol equilibrado con buifer TLE (fenol-TLE) y se mezcló por
agitación. Finalmente se añadió otro volumen de 7,5 ml de cloroformo. Después de
agitar toda la mezcla se incubó a 500C durante 20 minutos. Se centrifugó 20 minutos a3 40C, a 10.000 rpm en un rotor JAL-20 Beckman. La fase acuosa (superior) se transfirió a
un tubo limpio con 7,5 ml fenol-mE y 7,5 ml cloroformo y se repitió la centrifugación3 anterior. Este proceso de lavado se realizó hasta observar que la interfase estaba
completamente limpia. Siempre se hizo un último lavado de la fase acuosa con 15 ml deU cloroformo. Esta fase se recogió en un tubo de cristal estéril y se agregó 1/3 de este3 volumen de una solución SM de CILi. Se d~ó precipitar toda la noche a 40C. Se
centrifugó a 40C durante 20 minutos a 10.OOOrpm. Se recogió el precipitado en 1 ml de
3 CILi 2M y se traspasó a un tubo Eppendorff Se realizó una incubación de 30 minutos en
hielo y se centrifugó a 40C durante 15 minutos a 13.000 rpm. El precipitado se lavó con
E
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CILi 2M unas 2 ó 3 veces. Una vez limpio el ARN se disolvió en agua y se le agregó
¡ 1/10 vol. de AcNa 3M pH 5,2 y 3 vol. de etanol a -20v C. El ARN se puede conservar3 dc esta forma por tiempo indefinido a ~8O0<2.En el momento de ser utilizado el ABN se
recuperó por centrifugación a 13.000 rpm a 40C y se lavó con una solución de etanol al¡ 70%a-20”C.
Para analizar la calidad del ARN extraído se tuvieron en cuenta dos parámetros:U a. - La relación existente entre la valoración obtenida en el espectrofotómetro a A
260 y¡ AL280. ALquellas muestras que dieron un valor inferior a 1,5 se descartaron.
b - Visualización de los ARN extraídos en una electroforésis en geles de fonnaldehido.3 La valoración del ARN extraído se determinó según la relación:
1OD~= 4Opg/mIARNU
¡ 5.-TRADIJCClON iN I’7TRO
3 Se utilizó el sistema del extracto de germen de trigo de Promega. Para cada reacción, de
un volumen final de 50 ~.dse usaron 6 ~.±grde ARNtotal, desnaturalizado durante 10
¡ minutos a 67 0C. Como aminoácido marcado se incorporaron 2 íxl de L-metionina S35,3 cuya concentración era de 10,7 mCi/ml (ICN Biomedicais). Las reacciones se realizaron
siguiendo las instrucciones de las casas comerciales durante 1 hora a 25 0C. Este material3 se congeló y liofilizó y se mantuvo a - SO 0C hasta el momento de ser utilizado.
U 6.-ELECTROFORESIS BIDIMENSIONALES DE
¡ Se siguió el protocolo descrito por O’Farrell. (1975)
3
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¡ 6.1.-Primera Dimensión
3 Las muestras se separaron según su punto isoeléctrico en geles cilíndricos de 11 cm de
largo por 2 mm de diámetro. La preparación de 10 ml de mezcla para estos geles seU realizó a partir de 4,8 gr urea; 1,34 mi acrilamida 30% (28,4% acrilamida y 1,6%
3 bisacrilamida), 2 ml NP-40 10%; 400 jil anfolitos del rango 5 a 7 y 100 V1 anfolitos de 3
a 10; 7 pi TEMED y 10 .d persulfato amónico 10%. Para evitar que se seque el gel
3 durante las 2h. de polimerización, una vez servido se cubrió con 10 id de agua.
Transcurrido este tiempo, se eliminó el agua y se agregaron 20 i~l de buffet A ( 9,SM
1 urea; 2% NIP-40; 5% ~3mercaptoetanoly 2% anfolitos en la proporción ya descrita), y
3 sobre este 10 y1 de agua. Se permitió que el gel se equilibre durante 2 horas, Finalmente
los geles se precomeron con otros 20 id de buffet A fresco en condiciones de voltaje
¡ constante durante 15 minutos a 200 volts,, 30 minutos a 400 volts. y 30 minutos a 6003 volts. En la cubeta superior el buifer utilizado fue una solución de NaOH 0,02M y en la
inferior H
3P04 0,OIM. Las muestras se disolvieron en 25 id buifer A, se cargaron sobre
¡ el gel despues de la precorrida y se cubrieron con 10 .tl de buifer K (9M urea y 1%
anfolitos). La electroforesis se realizó a voltaje constante, 600 volts, durante 15 horas y
U un pulso de 1 hora a 800 volts.
Al terminar la electroforesis, los geles se equilibraron 30 minutos en buifer O ( 10%
glicerol; 50% ~mercaptoetanol;2,5% SDS y 0,625M TrisCJH pH 6,8),U
6.2.- Segunda Dimensión
3
La separación de las proteinas según su PM se realizó en un sistema discontinuo.U
El gel separador, inferior, se preparó con 16 ml de una solución 30% acrilamida: 0.8%3 bisacrilamida, 7,5 ml TrisClil pH 8,8; 100 yl SDS 20%; 0,016 í.d TEMED y 100 ití
persulfato amónico 10%. Aproximadamente 30 minutos más tarde, una vez polimerizado
¡ este gel, se cargó el gel concentrador. La preparación de 10 ml de gel concentrador se
3
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llevó a cabo con 1,7 ml de la solución de acrilamida-bisacrilamida, 1,25 ml TrisClH pH
3 6,8, 50 ~.±lSDS 20%, 10 ~ TEMED y 40 ¡tI persulfato amónico. El tiempo de3 polimerización tambien fue de unos 30 minutos. Sobre este gel discontinuo vertical se
depositó el gel cilindrico obtenido en la 10 Dimensión. Se utilizó el siguiente buifer: 1%3 SDS, 6% Tris base y 14,4% glicina. Las corrida electroforética se realizó a corriente
constante, en el gel concentrador a 25 mA y cuando el indicador de frente (azul de
¡ bromo fenol) llegó al gel separador se disminuyó a 20015 mA. El amperaje al que se
¡ corrieron los geles dependió fundamentalmente de la temperatura a la que llegaban éstos.
Nunca se redujo la corriente por debajo de los 12 mA.3
6.3 - Evaluación de la electroforesis33 Al terminar la electroforesis, los geles se sumergieron en una solución fijadora 40%
metanol y 10% ácido acético con Azul de Coomasie al 20% (plv). Se dejaron teflir
¡ durante 1 hora en agitación y luego se realizaron varios lavados con la solución fijadora.
De esta forma se pudieron ver las proteínas 2 horas despues de terminada laU electroforesis, Aquellos geles que mostraron patrones distorsionados en la primera y/o en
la segunda dimensión fuerondescartados.
¡ 6.4.-Exposición
¡ Los geles se cambiaron directamente de la solución fijadora a la solución fluorográfica
EN3HANCE (DuPont) y se mantuvieron en agitación durante 30 minutos. Se hicieron 2
lavados de 15 minutos en agua. Se transfirieron a papel 3MM y se cubrieron con3 transparente. Se secaron a 650C durante 1 hora en vacío. Una vez secos y en condiciones
de oscuridad se colocaron en contacto directo con la película para rayos X, Kodak X3 Omat AR (Eastman-Kodak). El tiempo de exposición fue de 1 a 2 semanas a - 800C. El
revelado se realizó según las instrucciones del fabricante.
3
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6.5.- Lecturau3 La lectura de los patrones obtenidos se hizo por inspección visual. La comparación se
realizó 2 a 2 entre los diferentes patrones y considerando las repeticiones hechas en cada
3 uno de los casos estudiados.
3 7.-EXTRACCIÓN ADN
1 Se realizó siguiendo el protocolo de (Dellaporta et al., 1983) con modificaciones.3 Entre 0.5 y 1 gramo de t~ido congelado se homogeneizó en mortero, con nitrógeno liquido.
El polvo se transfirió aun tubo de centrífuga con 15 mide buifer de extracción (100 mM Tris3 pH 8, 50 mM EDTA, 500 mM NaCí y 10 mM Bmercaptoetanol), se añadió 1 inI de SDS
20% y se mezclo vigorosamente. Se incubó 10 minutos a 650C. Se agregaron 5 nil de acetato
potásico SM, se agitó vivamente y se incubó 20 minutos en hielo. La muestrá se centrifugó 20
E minutos a 27000 rpm en un rotor JA-20Beckman. El sobrenadante obtenido se filtró a través
de una gasa y se recogió en un tubo con 10 ml de isopropanol a -2C? C. Después de mezclar3 suavemente, se incubó a -20 0C por lo menos durante 30 minutos. El ADN se precipitó por
centrifugación a 15000 rpm, 15 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se secó el precipitado3 invirtiendo el tubo sobre papel de filtro. El precipitado se dejó resuspender durante 203 minutos con 750 pl deTE 50 :10 (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8) y se transfirió a un
tubo Eppendorf Se centrifugó durante 10 minutos a 13000 rpm, el sobrenadante se transfirió3 auntubolimpioyseafIadieron75~.ildeacetatodesodio3MpH5.2y500~.ilde
isopropanol. Se mezcló y se centrifugó 5 minutos. El precipitado se lavó con etanol 80%, seU secó y se resuspendió en 300 pl de agua. Se fenolizó con igual volumen de PCIA (25 fenol:3 24 cloroformo: 1 isoamilalcohol) y se centrifugó 15 minutos a 13000 rpm. A la fase acuosa se
le agregó igual volumen de cloroformo y se centrifugó. Nuevamente se recogió la fase acuosa3 y se utilizaron 3 volúmenes de etanol 100% frío y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M. Se
permitio la precipitación del ADN toda la noche a -20 0C (de esta forma el ADN se puede
u
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guardar por tiempo indefinido), se recuperó por centrifugación y el precipitado se lavó con
¡ una solución fría de etanol 707o. El ADN se resuspendió en agua. En todos los casos se trató
¡ con RNasa (A + Ti).
Para analizar la calidad del ADN extraído se tuvieron en cuenta dos parámetros:¡ a.- La relación existente entre la valoración obtenida en el espectofotómetro a A~ yu A280. Aquellas muestras que dieron un valor inferior a 1,5 se descartaron.
b. - Visualización de los ADN extraídos en una electroforésis.3 La valoración del ADN extraído se determinó según la relación:
lOD2~o 5O~g/mlADN
u
u 8.-ELECTROFORESIS DE ÁCIDOS NUCLÉICOS3
ti.-Electrol’oresis de ADN
E
Se utilizaron geles entre el 0.8% y 1.2% de agarosa, buifer TAE ix (40 mM Tris acetato, 1
¡ mMEDTA, pH 8) y bromuro de Etidio (1 pg/1), según Sambrooket al. (1989). Las muestras
¡ se cargaron en el gel con el buffet de carga: 500/o glicerol, lmM EDTA y 0.25% azul de
bromofenol . La electroforésis se realizó en buffet TALE lx.
u
&2.-Electroforesis de ARN
U La separación del ARN se realizó en geles con fonnaldehído. La composición de estos geles
fue de 1.2% agarosa, bufi~r MALE lx (20 mM MOPS, 5 mM acetato sódico y 1 mM EDTA
3 pH 7) y fonnaldehido 2.2 M. A las muestras de ARN total disuelto en agua se le agregó 3.2
veces su volumen de solución desnaturalizante (1 buifer MAE Sx:1.75 formaldehído : 5
E formamida). Estas muestras se desnaturalizaron 15 minutos a 65 0C. Para cargar las muestras
E
¡
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en el gel se agregó el bufl~r de carga (500/o glicerol, ¡mM EDTA, 0.25% azul de bromofenol
¡ y 0.25% Xilano cianol). La electroforésis se realizó en buifer MAE lx.
¡ Para analizar la calidad del ARN, se añadió bromuro de Etidio a las muestras junto con el
buifer de carga, pero si era para realizar una transferencia solo se utilizó BrEt en el marcador
3 de PM. El marcador de PM utilizado fije de la casa USB, y consiste en una sede de
transcritos de ARN de 9488 a 363 nucleótidos.
3 9.-TRANSFERENCIA DE ÁCIDOS MJCLÉICOS A MEMBRANAS
3 9.1.-De ADN ( tipo Southern)
3 El gel de agarosa se cubrió con solución desnaturalizante (1.5 M NaCí, 0.5M NaOH) durante3 30 minutos a temperatura ambiente con agitación. Se neutralizó durante 30 minutos en
solución neutralizante (15 M NaCí, 0.5 M Tris HCI pH 7.2, ¡mM EDTA) La transferencia
3 se realizó a membranas de nylon (Hybond N, Amersbam) por capilaridad con una solución
20x SSC (3M NaCí, 0.3 M Citrato de sodio pH 7) durante toda la noche, a temperatura
¡ ambiente (Southern 1975). La membrana se lavó 5 minutos en una solución 2x SSC. El
¡ ADN se fijó a la membrana a 80 0C durante 2 horas.
3 9.2.-De ARN (tipo Northern)
3 El gel de agarosa se lavó 10 minutos en agua. Se transfirió a una membrana de nylon cargada
(Hybond 1<, Anxersham) por capilaridad, como ya se explicó en el punto anterior. El ARN se
fijó a la membrana a 80 0C durante 2 horas.
3
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10.-HIBRIDACIÓN DE ÁciDos NUCLEICOS¡
10.1.-Marcaje radioactivo de sondasu
El niarc~e de los ADNs que se utilizaron como sondas se hizo por ramdom primer y se3
empleó el kit Multiprime de Amersham, siguiendo sus especificaciones. La cantidad de [aP32]3 dCTP (ICN, Inc.) utilizada fue de 50 ¡aCi, (concentración 10 mCi/mi). La purificación de las
sondas marcadas se realizó a través de columnas de Sephadex G-25M (Phannacia).33 10.2.-Hibridación tipo Southern
E Las hibridaciones se llevaron a cabo en tubos de vidrio, siguiendo básicamente el protocolo
descripto por Sarnbrook et al. (1989). Las membranas se prehibridaron durante toda la noche
¡ a 62 0C con 50 ml de una solución compuesta por 5x SSPE (0.9 M NaCI, 50 mM fos&to de
sodio y 5 mM EDTA pH 7,7), 5x solución Denhardt (Ficoil 0.02V
0, PVP 0.02% y BSA¡
0.02%), SDS 0.5% y 500 pg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado. El tiempo3 dehibridaciónflievariablede 16
Después de la hibridación los filtros se lavaron en 2x SSPE, 0.1% SDS a temperatura3 ambiente durante 1 hora, en 0.2x SSPE, 0.1% SDS a 450 C durante 30 minutos y luego dos
u lavados de 10 minutos a 62~ C, primero en lx SSPE, 0.1% SDS y finalmente en 0.2x SSPE,0.1% SDS.u
10.3.-Hibridación tipo Nortbern
u
Los filtros se prehibridaron, toda la nach% a 40
0C en una solución 500/o fornmnuida, 5xU SSPE, Sx solución Denhardt, 0.5% SDS y 500 pg/ml de ADN de esperma de salmón
1
¡
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desnaturalizado. En el momento de realizar la hibridación se sustituyó paruna solución fresca
y se agregó la sancta marcada y desnaturalizada, el tiempo de hibridación fue de 20 a24 h..
Los lavados realizados fueronidénticos a los del apartado 10.2.
11.-AMPLIFICACIÓN DE Ácmos NuCLÉlcos
Como molde se utilizó ADN genómico. Como cebadoresse utilizaron los oligonucleátidos:
1 5’ TGAAr~CAGCTGGACCGCAAGGCTCG 3’
2 5’ TGAArrCTGAACTrGGACTCGTCGAT 3’
Estos cebadores especificos llevan en mu extremo 5’ la diana para la endonucleasa de
restricción Eco Rl, que aparece subrayada en la secuencia
Para la amplificación se utilizó la polimerasa termoestable de Promega, en las siguientes
condiciones: 50 mM KO, 10 mM TrisClH pH: 9,0.1% Tritón XIOO, 2mM CI2Mg, 200 pM
nucleótidos, 5 hM de los cebadores.
El tennociclador (Peltier PTC-100, M. J. Research
especificaciones:
Sniinutos 94
0C
30 segundos 940 C
30 segundos 6O~ C
lminuto 72W
I0mmutos 7?C
4W
Inc.) se utilizó con las siguientes
I 30 ciclos
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3u 12.-PURIFICACIÓN DE ADN A PARTIR DE UN GEL DE AGAROSA
3 Se corta y extrae de gel de agarosa la banda que se desea purificar. Para esto se utiliza el kit
Geneclean II (Bio 101 Inc.) y se siguen sus instrucciones.
3
13.-LIGAMIENTO
3 La reacción de ligamiento se realizó con el ADN amplificado y purificado por (ieneclean
Como vector de clonaje se utilizó el plásmido Bluesciipt II SKI Los extremos cohesivos,3 tanto del inserto como del vector se obtuvieron con la enzima de restricción EcoR 1, y una
u vez inactivada esta enzima los ftagmentos se ligaron con la ligasa T4 (Boehringer-Mannheim). La reacción se realizó durante toda la noche a 160 C.
14.-TRANSFORMACIÓN
U
Se utilizaron células competentesde E. Coli (DHSC4. La selección de colonias transformadas
¡ se realizó en medio LB con antibiótico (Anipicilina SOmg/nil) El sistema enzima sustrato X-
3 Gal e IPTO se utilizó para seleccionar los clones positivos.
¡ 15.-AISLAMIENTO DE ADN PLÁSMIDICO
3 Las preparaciones de ADN plásmidico se realizaron a pequeña escala, siguiendo el protocolo
¡ de lisis alcalina descrito en Sambrook a al. (1989), a partir de cultivos de 1.5 ó 10 ml enLB
con antibiótico incubados durante una noche a 3TC. EL ADN obtenido se utilizó en3 digestiones con enzimas de restricción,
Las preparaciones de plásmido para secuenciación se realizaron utilizando el método de
U purificación QUIAGEN, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
¡
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3 Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en el servicio de secuenciación de la
Universidad Complutense de Madrid.
17.-ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS
17.1.-Búsqueda de homologías
3 La secuencia de nucleotidos fijé comparada con las presentes en distintos bancos,
GenBank, EMBL, DDBJ, PDB, utilizando el programa BLASTP de búsqueda de
3 homologías. La secuencia traducida flié comparada, utilizando el programa BLASTX,
3 con las presentes en los bancos de proteínas: GenBank CDS transíation, PDB,
S~ssProt, NR, y PDB.
u
17.2.-Alineamientosu
3 Los alineamientos se realizaron utilizando las aplicaciones Gap y Pileup del programa
Genetics Computing Group (GCG) de Wisconsin,3
18.-ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
3
Para obtener una ordenación tridimensional que permitiera una representación en el
espacio del grado de relación existente entre las 12 situaciones estudiadas se realizó un
3 análisis de componentes principales. Este es el método de ordenación en 2 o 3
dimensiones más comúnmente utilizado. Con los datos de presencia y ausencia de3 proteinas se construyó una matriz de 1 y O respectivamente. Se utilizó el programa
¡ NTSYS (Rolf, 1990) para tratar los datos y obtener la representación tridimensional. Las
U
u
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U¡ coordenadas de los ejes corresponden a las combinaciones lineales de las variables
originales y resumen las dimensiones de variación. Así el eje principal se corresponde con3 la dimensión que muestra la mayor varianza de las muestras (Sneath y Sokal, 1973)
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RESULTADOS
1.-FORMACIÓN DE CALLOS
En la inducción de callos, los explantes que se fueron obteniendo (Figura la) por corte
de hojas inmaduras, se mantuvieron en el orden en que se fueron cortando y así se llamó
zona 1 a los primeros doce cortes a partir del último nudo y correspondió a la zona basal,
la zona 2 flie la siguiente y la zona 3 correspondía a la zona superior donde ya seu
visualizaban las hojas jóvenes supercnrrolladas. En aquellos casos en los que los tallos
fueron muy vigorosos se pudieron obtener hasta 12 cortes más. Cada explante fue de
unos 2 mmdc grosor aproximadamente. De esta forma cada zona abarcó unos 2.5 cm de
longitud.
La aparición de tejido desdiferenciado comenzó a los 10 días de cultivo, sobre la zona de
corte del explante observándose células grandes que no estaban unidas entre si. Durante
el periodo de 4 semanas en el medio MS + 2, los cortes mantuvieron su organización ya
que el crecimiento de tejido desdiferenciado fue muy lento y restringido a pequeñas
zonas. En los últimos explantes de la zona 3, la hoja más externa se fenolizaba por
completo, adquiriendo un color entre marrón oscuro y morado, sin formar callo (Figura
Ib), mientras que las hojas más internas lo formaban. Los explantes siguientes se
fenolizaban por completo y no fueron capaces de formar callo.
Al poco tiempo de pasar el tejido a medio SCC se podían observar embriones somáticos
que se habían formado sobre los cortes de las hojas en el medio MS +2. A partir de este
momento y durante el primero y segundo periodo de cultivo en medio SCC el tejido era
completamente heterogéneo, ya que aparecían trozos del explante sin diferenciar, un
callo de tejido mucilaginoso y laxo de color grisáceo y zonas altamente embriogénicas.
Estas zonas embriogénicas mostraban embriones en estadio globular y escutelar, eran de
color blanco, aspecto liso y compacto y altamente organizadas (Figura lc). Los
embriones globulares que llamamos E1, presentaban un aspecto completamente esférico y
se formaban principalmente en la periferia de estos
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callos, mientras que en los escutelares (llamados E2) se podía observar una zona central
¡ constituida por el embrión, que parecía un cilindro situado sobre una estructura lanuinar,
¡ el escutelo.
La selección y subcultivo de aquellas zonas embriogénicas permitía que a partir del tercer3 periodo de subcultivo, el cultivo estuviera formado por un solo tipo de callo y fuera más
homogéneo. Estos callos que ya se comenzaron a observar después del primer subcu]tivo3 en SCC, eran de un color marfil o amarillo pálido, con células pequeñas y apretadas
3 aunque disgregables, lisos y suaves y los embriones se observan en una frecuencia más
baja. Su aspecto y comportamiento fue similar en las dos variedades. A partir del cuarto
3 subcultivo solo observamos embriones globulares.
Se pudo observar que la zona 2 producía más masa de este ca]lo que la zona 1 en todos3 los casos y generalmente más que la zona 3 si ésta era la última. En el caso de haber
obtenido callos de la zona 4, se obtenía el mismo rendimiento de las zonas 2 y 3.
Estos callos homogéneos, a partir del tercer subcultivo, cuando llevaban 10 días en
U medio SCC fresco se escogieron como control (TO) y con ellos se realizaron los distintos
tratamientos <Figura Id).¡ Después de un año en cultivo los callos comenzaron a presentar un aspecto más
mucilaginoso y un ritmo menor de crecimiento no observándose embriones, hasta llegar a3
los dos años aproximadamente, a formarse un callo blando de células muy grandes y que3 dejaba de crecer.
3 2.-REGENERACIÓN IN VIVO
3 A] comparar la capacidad que mostraron ambos genotipos de formar nuevas plantas a
3 partir de las yemas axilares, de las estacas sembradas en vermiculita, se pudo observar
que en la variedad C-875 1 era mucho mayor el número de nudos que formaban plantas3 (R) que el de nudos que no lo hacían (NR) (Figura le). Este comportamiento se refleja
¡ en la siguiente tabla:
¡
U
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Node Nudos Nudos
R NR R3 JA-605 46 2 44 4.35 36.329
49 31 18 63.26U
*** (pCO.OOI)
u
La prueba de chi cuadrado de contingencia revela que las diferencias son altamente
3 significativas
3
3.-REGENERACIÓN Pi VITROu
A los dos días de pasar los callos TO a las condiciones de regeneración, se empezaba aU observar la aparición de una pigmentación rojiza, que a los 4 días alcanzaba toda la3 superficie del callo pudiéndose observar embriones escutelares de distintos tamaños
(Figura lfl. Esta situación se denominó TI. Una semana más tarde los embriones habían3 continuado su desarrollo, y comenzaban a distinguirse pequefias plántulas aunque
también persistía algunos embriones escutelares (Figura 1 g). A estos callos losU denominamos T2.
¡ La tasa de regeneración de los callos embriogénicos fue muy alta en las dos variedades.
La evaluación de la capacidad de regeneración de los callos se realizó con callos que3 habían sido cultivados 1 mes en medio MS+2 y 2 meses en el medio SCC. Para evitar
cualquier variación tanto debida al período de subcultivo como al momento de recogida3 del material del invernadero, se hicieron todos los trabajos en las dos variedades al
mismo tiempo.
Estos callos se mantuvieron durante ¡ mes en Magentas con 40 ml de medio SCR en las
3 condiciones de regeneración.
u
u
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3 Para evaluar si la capacidad de regeneración era afectada por el tipo de explante inicia] se
utilizaron callos provenientes de la zona basal 1, de la zona intermedia 2 y de la zona
¡ superior 3. Los datos de callos que no regeneraron (NR) y aquellos callos que mostraron
capacidad de regeneración (R) se muestra en la siguiente tabla:u
Variedad Explante Tota] NR R3 1 166 10 156 93.9
2 157 8 149 94.9
3 100 18 82 82.0¡ 1 124 18 106 85.5
JA-605 2 77 20 57 ‘74.03 3 70 42 28 40.0
¡ Para poder evaluar si las diferencias observadas eran significativas se hicieron chi-
cuadrados de contingencia3 Al evaluar las diferencias dentro de cada variedad, debidas al explante inicial, se
obtuvieron los siguientes datos:3 En la variedad C-875 1, la comparación entre callos formados a partir de la zona basal 1 y
3 la zona intermedia 2 reveló que no existen diferencias significativas entre ambos: x2 =
0.1314(0.80> p >0.70) no significativo
¡ Al no haber diferencias significativas entre estos datos, se agruparon para hacer la
comparación con los callos obtenidos a partir de la zona distal 3: ~2 = 15.1456U (p’C0.00 1). Estos datos demuestran que las diferencias son significativas y los callos
¡ obtenidos de las regiones 1 y 2 regeneran más que aquellos callos que se obtuvieron a
partir de la región 3.3 En la variedad JA-605, primero se realizó la comparación para la capacidad de
regeneración entre los callos tbnnados a partir de la zona 1 y de la 2: x2 = 4.0669
¡ (0 05>p>O 0!) siendo las diferencias significativas.
3 La comparación de datos entre callos de las zonas 2 y 3 dio el siguiente resultado: ~J=
17.407 (pC0.001), siendo esta diferencia significativa.
¡
3
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U¡ Por tanto, en esta variedad los callos obtenidos de tres zonas distintas presentan claras
diferencias en su capacidad regenerativa.3 Para evaluar diferencias entre los dos genotipos se compararon los callos con idéntico
origen. Los callos formados a partir de explantes basales, zona 1, dieron e] siguiente
3 valor: ~2 = 5.867 (0.057zz-p>0.0l). Los callos de la zona 2: x2 21.378 (pC0.001). Los
callos de zona 3: x2 = 25.099 (p<0.001).
Las tres comparaciones demuestran que las diferencias entre C-875 1 y JA-605 son
¡ significativas. La capacidad de regeneración fue mayor en la variedad C-875 1 en todos
los casos. Todos estos datos se muestran en el siguiente gráfico
¡
¡
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¡
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4.-GERMINACIÓN DE EMBRIONES
Para evaluar el número de brotes que podían formar los callos embriogénicos de las dos
variedades, y comprobar si había un efecto debido al origen de los callos se contó el
número total de brotes que produjo cada callo (llamaremos brote a los embriones
germinados).
Variedad Explante
1
C-8751 2
3
1
JA-605 2
3
Callos
112
114
47
86
52
18
N0 brotes
253
250
82
234
115
27
brotes/callos
2.26
2.19
1.70
2.72
2.21
.50
Este recuento se realizó con callos que llevaban 1 mes en condiciones de regeneración y
con aquellos brotes que midieron más de 2.5 mm de longitud. Con estos datos se
hicieron análisis de varianza. El resultado del análisis de varianza de dos factores fijos fue
el siguiente:
Fuente de
Variación
brote- var
brote-callo
Interacción
Residual
Total
Suma de
cuadrados
0. 7] 933 1
34.651284
8.7543960
695.49756
742.18735
Grados de
Libertad
2
2
421
426
Cuadrados
Medios
0.71933]
17325642
4,3 77 1980
1.6520132
F
0.435 (NS)
10.488 *4’*
2.650 **
U
¡
3
U
E
¡
1
¡
¡
¡
¡
U
¡
u
U
3
¡
¡
3
E
¡
Fgco~ = 6.63 p = 0.001
** F
1zoo~ = 2.3 p = 0.1
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Se observa que la varianza es altamente significativa en la germinación dependiendo del
explante del que se forme el callo que regeneró. Sin embargo no existen diferencias en la
formación de brotes dependientes del genotipo. A pesar de esto, dado que la interacción
fUe prácticamente significativa, se realizaron dos análisis de varianza de un factor fijo con
los mismos datos evaluando primero el origen de los callos dentro de cada una de las
variedades y luego teniendo en cuenta solo la variedad.
Se realizó un análisis de varianza entre número de brotes y origen de] callo:
Fuente de
Variación
Entre Grupos
En el Grupo
Total
Suma de
cuadrados
32.578 13
709.60923
742. 18735
Grados de
Libertad
2
424
426
Cuadrados
Medios
16.289064
1.673607
F
9.733 ***
‘<~ F12~1 = 6.63 p = 0.001
Estos resultados son coincidentes con la ANOVA de dos factores realizadas en el paso
anterior, e indican que los callos de la zona 1 formaron más brotes que los de la zona 2 y
éstos más que los de la zona 3, en las dos variedades.
Igualmente se llevó a cabo el siguiente análisis de varianza entre número de brotes y
variedad:
Fuente de
Variación
Entre Grupos
En el Grupo
Total
Suma de
cuadrados
8.78476
733.40263
742.18735
Grados de
Libertad
1
425
426
Cuadrados
Medios
8.7847562
1.7256532
F
5.091 *
* F11~1 = 5.0239 p = 0.025
1
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Estos resultados revelan que las diferencias entre variedades son significativas
En el análisis de varianza de dos factores esta situación quedo enmascarada por el hecho
de que los callos de la zona 1 forman más brotes en la variedad JA-GOS que los de la
variedad (2-8751 mientras que los de la zona 3 forman más brotes en la variedad (2-8751
que en el otro genotipo.
Esto se puede observar en el siguiente gráfico donde se representa el valor medio de
brotes formadas a partir de los callos de las tres zonas analizadas en las dos variedades
(las barrasverticales indican la desviación estandar de los valores).
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Se evaluó la capacidad de regeneración que presentaron en ambas variedades, aquellos
sectores altamente embriogénicos de los callos heterogéneos que llevaban sólo 1 ó 2
meses en medio SCC y que estaban formados por embriones en estadio globular (Ei) y
escutelar (E2). Despúes de pasar estos callos embriogénicos a condiciones de
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¡ regeneración, se evaluó si regeneraban (R> ó no regeneraban (NR) y se obtuvieron los
siguientes resultados:¡
Total R NR¡ JA-605 51 40 11 78.43
C-8751 47 35 12 74.46u
E El valor de x2 es de 0.2137 (0.7z>.p>0,5). Estas diferencias fueron no significativas.¡ 5.-TRANSPLANTE A CONDICIONES Pi VIVO
E Los brotes obtenidos presentaron un aspecto normal Después de 3 meses en medio de
regeneración, con transplantes realizados cada mes donde las nuevas plántulas formadas3 se individualizaban y cultivaban por separado en tubo ó Magenta, estas podían ser
pasadas atierra sin inconvenientes. En el pasaje del cultivo in vitro a tierra no se observó
¡ mortandad de las plántulas¡ Es de destacar que nunca se obtuvieron plántulas vitrificadas ó que presentaran
engrosamiento de sus tejidos. No se observaron plántulas albinas a lo largo de todo este¡ trabajo. Las plantas obtenidas por regeneración in vitro y aquellas otras que se formaron
por el desarrollo de las yemas axilares in vitro, tenían idéntico aspecto y se adaptaron a3 las condiciones del invernadero.
Las plántulas recuperadas de la variedad C-875 1 fUeron siempre más vigorosas y¡
fbrmaban un mayor número de tallos a partir de cada estaca.
6.- ANÁLISIS DE PROTEÍNAS EN ELECFROFORÉSIS BIDIMENSIONALES EN3 GELES DE POLIACRILAMIDA
1 Con el fin de evaluar la modificación de la expresión génica producida por las condiciones
que se estudiaron en este nb~o se eligió la eléctroforesis bidimensianal en geles de
¡
3
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¡
¡ poliacrilamida (PACE), que fue descrita por O’Farre¡1 (1975) Esta metodologia permite la
visualización simultánea de cientos de proteínas en un solo gel. MemAs como se realiza en
3 condiciones altamente desnaturalizantes permite que cada proteína secaractezice a nivel de un
único polipéptido. Se ha elegido la electroforesis bídimensional mas comúnmente usada, que¡ consisteensepararlasproteinasenlaprizneradimensiónenbaseasucargapor¡ isoelectroenfoque y luego separar los polipéptidos en la segunda dimensión en presencia de
SDS (SDS-PAGE) que produce una separación debida principalmente al peso molecular
¡
6.1.- Análiiis dc los patmues de pwteinms totales
¡¡ Las muestras utilizadas fueron TO, Ti y T2 para el estudio de la embnogáiesis somática Para
estudiar el efecto del estrés hídrico sobre la expresión se simuló en un estudio preliminar la
¡ pérdida de potencial agua agregando polietilenglicol, PEO 3000, a] medio de cultivo. La
duración de este tratamiento fue de 72 horas en el medio SCC suplementado con 22% PEO3 3000 en condiciones de cultivo de callos.
En esta primera etapa del trabajo se extrajeron las proteínas totales, se corrieron en SDS-
¡ PACE y se tifleron con plata. Se obtuvieron patrones proteicos altamente repetibles en todos¡ los casos, aunque con pequelias variaciones en la intensidad y coloración de las manchas.
El análisis de estos patrones proteicos no reveló diferencias ni entre tratamientos ni entre3 variedades.
¡ Debido al hecho de no poder encontrar diferencias utilizando este sistema se buscó un sistema
¡ mucho más sensible pero que igualmente pennitiera el análisis de la expresión de un rango
muy amplio de genes. Así se modificó la estrategia de estudio al analizar las proteínas
¡ traducidas in vítro a partir de los ARN extraídos de las distintas muestras.
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3 6.2.- Análisis de los patrones de proteínas traducidas ¡ii 4fro
¡
A partir de las muestras fijadas en liquido se extrajo el ARN total según el método de¡ SDS/Fenol. El rendimiento fue de aproximadamente 300pg ARN/ g. de tejido. En general no
¡ hubo problemas ni de degradación ni de contaminación con PDN.
La traducción iii vitro se realizó en el sistema de germen de trigo, siguiendo las instrucciones3 de la casa comercial e incorporando cisteina S35 como aminoácido marcado, De esta forma,
las nuevas proteínas impresionaron una película de rayos X, donde quedó reflejado el patrón
1 de expresión de cada situación analizada.
En todas las autoradiograflas se pudieron observarunas 250 proteínas.¡
La comparación entre todos los patrones proteicos se hizo 1 a 1 y en base a la intensidad y¡ posición relativa de cada una de las manchas. Se tomó como patrón de referencia JA-605 TO.
Los patrones proteicos obtenidos para cada uno de los diferentes tratamientos mostraron su
¡
Para el análisis de las comparaciones solo se tuvieron en cuenta diférencias cualitativas. Se
1 enumeraron 156 proteínas que se pudieron identificar fácilmente debido a su posición e
¡ intensidad De estos 156 polipéptidos, 67 mostraron unaexpresión diferencial para alguna de
las 12 situaciones analizadas.
¡ Estos datos se recogieron en forma de tabla donde la presencia de una proteína se indicó
como (+), y la ausencia como (-).
¡ Se construyeron distintas tablas parciales, donde la enumeración otorgada a cada proteína se
3 mantuvo constante. En cada tabla, solo se registraron las proteínas que mostraron diferencias
de expresión en el tratamiento analizado. Para la comparación entre bloques de tratamientos,¡ como por ejemplo embriogénesis vs. sequia, solo se tuvieron en cuenta los polipéptidos que
variaron entre ambas situaciones y NO dentro de cada una de ellas, ya que estos datos se
1 registraron en sus correspondientes tablas.
¡
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1¡ 62.1. - Embriogénesís somática
¡ La comparación de los patrones proteicos obtenidos a partir de callos en los tres estadios
escogidos para el estudio de la embriogénesis somática, TO, TI y T2 se muestra en la1 Tabla 1.
Solo las proteínas 25, 26, 30, 59 y 61 mostraron un patrón de expresión idéntico en las dos¡ variedades. Entre estas proteínas con igual expresión entre variedades, las proteínas 25 y 26
¡ desaparecieron de los callos en T2, mientras que la 30 únicamente se pudo detectar en esos
patrones. La proteína 59 se detectó sólo en los caflos en TO pero la 61 no se pudo observar¡ en ese tiempo aunque si estuvo presente en los Ti y T2.
Los 18 polipéptidos restantes difirieron en su expresión entre ambas variedades estudiadas.
¡ Al realizar la comparación de los callos en TO se detectaron 8 proteínas con diferente
¡ expresión, estas fUeron: 42, 55, 56, 58, 65, 66, 67y 68.
Al comparar los callos en Ti, éstos se diferenciaron en 8 polipéptidos: 29, 42, 43, 46, 56, 62,
1 66 y 67.
Las diferencias encontradas iberon mayores al comparar los callos en T2, donde catorce
1 proteínas mostraron una expresión diferencial: 29, 43, 46, 47, 48, 56, 60, 62, 63, 64, 65, 66,
¡ 67y68.
Una serie de proteínas se expresaron diferencialmente en una única variedad y nunca se¡ tradujeron en la otra.
Así aquellos polipéptidos numerados como 47, 48, y 55 estuvieron presentes únicamente en3 la variedad JA-605, siendo los dos primeros detectados en T2 y el último solo en TO.
¡ Entre los polipéptidos que se expresaron diferencialmente solo en la variedad C-875 1 se
encontraron el 42 que estaba presente en TO y TI y el 64 que se expresaba solo en T2.
u
¡
¡
¡
JA-605 C-8751
TO Ti 12 10 Ti 12
25 + + - + + -
26 + + - + + -
29 - + - - - +
30 - - + - - +
42 - - - + + -
43 + - - + + +
46 + - - + + +
47 - - + - - -
48 - - + - - -
55 + - - - - -
56 - - - + + +
58 - + + + + +
59 + - - + - -
60 + - - + - +
61 - + + - + +
62 - - + - + -
63 + + + + + -
64 - - - - - +
65 - + + + + -
66 + + - - - +
67 - - + + + -
68 - - - - - .4-
Tabla 1: Proteínas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traducción in vitro.
Los números corresponden a las proteínas indicadas en la Figura 2.
+ indica presencia de la proteína.
- indica ausencia de la proteína.
48
49
Figura 2 Geles de electroforésis bidimensionales de proteínas traducidas in vitro, a partir
de ARN total, en distintas situaciones de la embriogénesis somática en las variedades JA-
605 y C-8751.
a TO JA-605
b TIJA-605
c T2 JA-605
d TOC-S751
e TI C-8751
f T2C-8751
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mismo otro grupo de proteínas se expresaron en los 3 tiempos de la embriogénesis ~las variedades, mientras que la otra pres taban una expr sión diferencial. En los
patrones de la variedad JA-605 desaparecieron los polipéptidos 43 y 46, pero el3 SSestuvaausenteenTOypresentesoloenTlyT2.Porotraparteelpolipétido63quese
detectó en los 3 tiempos de la variedad JA-6O5 presentó un patrón diferencial en la variedad
¡
¡ La proteína 56 constituyó un caso especial ya que no se pudo detectar en ninguno de los 3
tiempos en la vanedad JA6OS, mientras que en la otra variedad estuvo presente en los 3
¡ patrones,
De los 23 polipéptidos que se muestran en la Tabla 1, 3 de ellos tienen una expresión1 diferencial debidaa la embriogénesis somática, aunque esta expresión es distinta entre las dos
¡ variedades. En la variedad C-8751 la proteína 29 se detectó durante ¶12 y la proteína 62
estuvo pre nte en TI, mientras que en la variedad JA-605 lo hicieron en Tly T2
¡ respectivamente. La proteína 60 mostró una expresión exclusiva en TO de la variedad 14605
y en la variedad C-875 1 se detectó su expresión tanto en TO como T2.
U¡ 622.- EMrés Hídrico
3 Los resultados de la comparación de los patrones proteicos obtenidos con callos sometidos a
los dos tipos de sequía con sus respectivos TO y entre ambas variedades se muestra en la
¡ Tabla II
Estos datos revelan que 37 polipéptidos presentaron una expresión diferencial frente al stress
hídrico.
¡ De este grupo de polipéptidos 15 presentaron un comportamiento idéntico en ambas
variedades. De los cuales 8 se expresaron debido al tratamiento de sequía fuerte: 17 a 22,52
¡ y 64. Lasproteínas 23 y 30 únicamente se detectaron en los tratamientos de sequía suave,
¡
¡
3
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IA-605 C-8751
10 SF SS 10 SF SS
17-22 - + - - + -
23 - - + - - +
24 + + - + + -
+
- +
.4. +
- +
+ +
- +
+ + - + +
+ -
+ - - +
- - + +
+ - + + +
+ - - +
+ + + + +
+ -
+ + + .4- +
+ - + + +
+ - +
- - - - +
62 - - - - + +
63 + + + + + -
64 - 4- - - + -
65 - - - + - -
66 + + + - + +
67 - - - + - +
Tabla II: Proteínas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traducción in vitro.
Los números corresponden a las proteínas indicadas en la Figura 3.
+ indica presencia de la proteína.
- indica ausencia de la proteína.
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¡ Figura 3 Geles de electroforésis bidimensionales de proteínas traducidas in vitro, a
partir de ARN total, en tratamientos de sequía.¡ a TO JA-605
b SF JA-6051 c SS JA-605
d TOC-8751¡ e SF C-8751
f SS C-8751
3
3
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¡ mientras que las protemas 24, 27 y 28 no se expresaron en dicho tratamiento. Las proteínas3 44 y 48 se tradujeron in vitro cuando los callos sufrieron los dos tipos de sequía.
Los restantes 22 polipétidos mostraron una expresión diferente entre variedades.¡ Vanas proteínas tuvieron una expresión diferencia] en una única variedad, mientras que en la
¡ otra variedad su expresión no se pudo detectar en ninguno de los tres casos detectados. Entre
las proteínas que se expresaron de forma diferencial y solo en la variedad resistente JA-605 se
3 encontraron los polipéptidos49, 50 y 57 en los tratamientos de sequía fUerte, y la proteína 32
en aquellos callos que fUeron sometidos a los dos tipos de sequía.3 Fueron 4 los polipéptidos cuyaexpresión no se pudo detectar en la variedad JA-6O5 mientras
que en la variedad sensible a la sequía C-875 1 mostraron el siguiente patrón de expresión: Las¡
proteínas 42 y 67 estaban presentes en los callos control y de sequía suave y dejaron de3 traducirse iii vitro después del tratamiento de sequía fUerte. La proteína 61 se pudo observar
después de la sequía suave y la 62 en los dos tipos de tratamiento de sequía.3 Del mismo modo, una serie de polipéptidos mostraron una expresión igual en los tres tiempos
analizados en una de las variedades, mientras que en la otra se diferenciaban entre
¡ tratamientos, Aquellas proteínas que se diferenciaron por su expresión solo en la variedad JA-3 605 fUeron las numeradas 31, 43, 54 y 59 que dejaron de observarse después de la sequía
suave, y las proteínas 56 y 58 que no estaban presentes en los callos TO y si lo estaban3 después de los dos tratamientos de sequía. Entre las proteínas que mostraron una misma
expresión en las tres situaciones de la variedad JA-605 se encontraron: la proteína 63 que
¡ desapareció como consecuencia de la sequía suave y la proteína 66 que estaba ausente en TO¡ y se expresó después de los dos tipos de sequía.
La comparación tratamiento a tratamiento reveló los siguientes resultados: Comparando la3 sequía fUerte, 10 polipéptidos mostraron una expresión distinta entre ambos genotipos,
aquellos que se pudieron observar en la variedad JA-605 fUeron los números 32, 44, 45, 49,
¡ 50, 57, 60 y 68 y los números 53 y 62 estuvieron presentes en los patrones de sequía fUerte
3 en la variedad C-875 1.
3
¡
3
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La comparación de los dos tratamientos de sequía suave reveló que II proteínas se3
diferenciaron entre ambas variedades, los péptidos 31, 42, 43, 54, 59, 61, 62 y 68 solo se3 expresaron en la variedad C-875 1, mientras que los polipéptidos 32, 54 y63 lo hicieron en la
variedad JA-605.3 El análisis en forma conjunta de los dos tratamientos de sequía reveló los siguientes
resultados: La proteína 32 se expresó después de los das tratamientos de sequía solo en la3 variedad JA-605, las proteínas 44 y 45 se expresaron como consecuencia de los das
3 tratamientos en la variedad JA-605 mientras que en la otra variedad solo se expresaron en los
callos que suflieron sequía suave. Las proteínas 47 y 48, que ya se describieron por presentar3 el mismo patrón de expresión en las dos variedades, se expresaron en los dos tratamientos de
estrés. Las proteínas 56 y SS fUeron exclusivas de la sequía en JA-605 ya que en la variedad3 C-8751, se expresaron en todo momento La proteína 66 se expresó en todos los casos en la3 variedad JA-605 pero en la otra variedad mostró una expresión exclusiva de sequía. La
proteína 62 se expresó en C-8751 debido a las dos situaciones de estrt pero nunca se3 detectó en la variedad JA-605.
U 623.- Presencia de ABA
E La comparación de los cuatro patrones proteicos obtenidos a partir de callos control y callos3 tratados con ABA en las dos variedades de caBa de azúcar se muestra en la Tabla m
Los polipéptidos que mostraron una expresión diferencial como consecuencia de este
3 tratamiento fUeron 54.
Entre las das variedades 35 proteínas mostraron el mismo tipo de patrón. Las 16 proteínas
numeradas dc 15823,44,45,48,49,50,64 y 68 se observaron en los callos trnados con3 ABkMientrasquelasproteinasdela 14,24,25,26,4óy63noseexpresaronenesa
misma situacion.
3
u
u
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JA-605 C-8751
TO ABA JTO ABA
1-14 + +
15.23 + +
24-26 + +
+
+ +
+ +
+
+
+ +
+
63 +
64
65
66 +
67 +
68 +
Tabla III. Proteínas detectadas en 2D.-PAGE obtenidas por traducción in vitro.
Los números corresponden a las proteínas indicadas en la Figura 4.
+ indica presencia de la proteína.
- indica ausencia de la proteína.
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¡ Figura 4 Geles de electroforésis bidimensionales de proteínas traducidas in vitro, a
partir de ARN total, en tratamientos con ABA.¡ a TO JA-605
b ABAJA-6053 c TOC-8751
d ABAC-8751
3
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¡ Los restantes 19 polipéptidos varían en su expresión entre variedades, En los callos tratados
1 con ALBA de la variedad JA-605, se observaron los polipéptidos 33, 52 y 57 y dejaron de
expresarse las proteínas 34, 35, 36, 37, 38 y 54.3 No se detectó ninguna proteína que se expresara solo en los tratamientos de ABA de la
variedad C-8751, aunque las proteínas 39,40 y 41 dejaron de observarse en esa condición.3
Las proteínas 42, 56, 58, 65 y 67 se detectaron únicamente en TO de la variedad C-8751,3 mientras que en el tratamiento con ALBA o en la otra variedad no se pudieron detectar. La
proteína 55 se expresó en ]as dos situaciones en la variedad JA-605 y solo en el tratamiento
¡ de ABA de la variedad C-875 1.
1 62.4.-Comparación entre los patrones de los tratamientos de sequía y las situaciones de
3 embriogénesis somática
¡ Los patrones de TO, Ti, T2, sequía fUerte y sequía suave fUeron comparados en bloque como
embriogénesis vs. pérdida de agua y aquellas proteínas que mostraron una expresión regulada
1 por ambas situaciones se enumeraron en la Tabla 1V
U De estos 17 polipéptidos solo la proteína 30 tuvo un comportamiento idéntico en las dos
variedades, estando presente en T2 y en los tratamientos de sequía suave.
1 Los restantes 16 polipéptidos presentaron diferencias en su patrón de expresión entre las dos
variedades.
3 Los polipéptidos 43, 47, 48, 54, 55, 57 y 59 mostraron una expresión relacionada entre
¡ situaciones de embriogénesis y estrés hídrico solo en la variedad JA-605 ya que en la otra
variedad su expresión era modificada por una única situación. Por otra parte los polipéptidos
¡ 42, 61, 62, 63, 64, 65, 66 y 67 mostraron solo en la variedad sensible su presencia o ausencia
regulada tanto por situaciones de enibriogénesis como de sequía.
¡ La proteína 60 presentó en las dos variedades un patrón diferencial como consecuencia tanto
¡ de la embiiogénesis como la sequía, aunque distinto entre ambas Así en JA-605 su expresión
¡
¡
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JA-605 C-875]
TO Ti 12 SF SS TO TI T2 SF SS
- - + + - +
- - + - + +
+ + + - +
Tabla IV: Proteínas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traducción in vitro.
Los números corresponden a las proteínas indicadas en la Figura 5.
+ indica presencia de la proteína.
- indica ausencia de la proteína.
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se reprimió en Ti, T2 y sequía suave y en la var. C-8751 se reprimió en TI, sequía fuerte y
¡ suave.
Algunas proteínas se tradujeron como conseduencia tanto de los dos tratamientos de sequía
1 como en T2. En la variedad JA-605 fueron las proteínas 47 y 48, que en la otra variedad se
3 detectaron solo en sequía fuerte y sequía suave, y en la variedad C-8751 fue la proteína 66.
En esta última variedad y en las tres condiciones mencionadas la proteína 65 dejó de
3 expresarse.
En la variedad JA-605 las proteínas 43, 55 y 59 desaparecieron de los patrones TI, 12 yU sequía suave. Su comportamiento en la variedad sensible fue completamente distinto ya que la¡ número 43 se detectó en las 5 situaciones, la número 55 fue observada solo en sequía fUerte y
la número 59 desapareció de Ti y T2. Hubo una sola proteína que se expresó en Tí, T2 y
¡ sequía suave y fue la proteína 61 en la variedad C-8751 (en la otra variedad su expresión se
detectó en TI y T2).¡ La proteína 62 se observó en TI, sequía fuerte y sequía suave en la variedad C-8751 pero en
1 la otra variedad estuvo presente únicamente en T2.
La proteína 54 en la variedad JA-6O5 y la proteína 63 en la vanedad C-875 1 desaparecieron
1 de los patrones de T2 y sequía suave, pero su comportamiento en la otra variedad fUe
completamente distinto ya que la pnmera solo desapareció de T2 pero la segunda estuvo
1 presente en todos los patrones de JA-605.
En la var. C-875 1 la mancha 42, que nunca se detectó en la otra variedad, así como la 67
desaparecieron de los patrones T2 y sequía fuerte, por otra parte la mancha 67 tambien dejó
¡ de observarse en sequía suave.
Una única proteína se expresó en las situaciones de TI, T2 y sequía fuerte, fue la proteína 57
¡ en la variedad JA-605, que en la otra variedad fije solo observada en los tiempos de
U embriogénesis.
¡
¡
3
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625. - com~ucián & la respuesta frente al tratamiento de ABA y &z embriogénesis
somática.
Estos 13 polipéptidos mostraron un patrón diferencial de expresión provocado por dos
situaciones diferentes como la embi-iogénesis somática y el tratamiento con ADA, como seve
en la Tabla y
Solo las proteínas 25 y 26 mostraron un patrón de expresión idéntico en las dos variedades,
desapareciendo de los callos en 12 y tratados con ARAL.
Las restantes II proteínas se comportaron de diferente forma en las dos variedades.
Dentro de este grupo se encontraron algunas proteínas que respondían de igual forma tanto a
la presencia de ALBA como al tiempo T2 de la embriogénesis somática Así en JA-605
desaparecieron las manchas 54 y 66, mientras que la mancha 48 se observó en ambas
situaciones. En la otra variedad estas dos proteínas fueron diferenciales para el T2 y para el
tratamiento de ADA respectivamente.
En la variedad C-8751 también se observó este patrón de expresión conjunto para T2yALBA
en las proteínas 42,63,65 y67 que dejaron de expresarse, mientras que las proteínas 64,66 y
68 si expresaron. Estas 7 proteínas mostraron patrones de expresión muy diferentes en la
variedad JA-605, así la proteína 42 nunca se pudo observar en la variedad JA-605 y la
proteína 63 y 64 solo mostraron un patrón diferencial en los tratamientos de ABA.
Aquí nuevamente surgió el problema de los péptidos 65,66,67 y68 en la variedad JA-605.
Los polipéptidos 46 y 57 mostraron el mismo patrón de expresión en Ti, T2y el tratamiento
de ALBA en la variedad JA-605. El polipéptido 46 dejó de observarse y el 57 se expresó en los
3 casos, mientras que en la otra variedad el primero desaparecía solo de los tratamientos con
ALBA y el segundo seexpresó en los dos tiempos de entriogénesis.
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E 6.2.6. - Comparación de los patronesproteicas obtenidos de los tratamientos de sequía y de
¡ ABA
¡ En la Tabla VI se muestran aquellas proteínas que presentaron una regulación similar tanto
3 por los tratamientos de sequía como de ALBA. En total fUeron 22 polipéptidos.
Los 10 polipéptidos, del 17 al 22, 23, 24, 48 y 64 mostraron en las dos variedades la misma
¡ respuesta. Tanto en el tratamiento de ALBA como en el de sequía fuerte se observaron las
proteínas numeradas del 17 a] 22 y la 64. Las protetnas 23 y 24 mostraron igual
U comportamiento frente a la sequía suave y el ALBA, pero mientras la primera se expresó en
¡ estos tratamientos, la segunda dejó de expresarse. La proteína 48 apareció tanto por la
presencia de ALBA como por los dos tratamientos de sequía.
¡ Los polipéptidos con patrones diférentes entre variedades fUeron 12.
En la variedad JA-605 no se pudieron observar en ninguna de las situaciones analizadas los
¡ polipéptidos 65 y 67, que en la variedad C-875 1 se detectaron solo en TO.
En la variedad C-875 1 el polipéptido 57 no se expresó en ninguno de los casos pero en la
¡ variedad JA-605 se expresó tanto con ALBA como con sequía fUerte.¡ Asimismo en la variedad sensible la proteína 54 se tradujo en las cuatro situaciones y mostró
una expresión diferencial en la variedad resistente al dejar de expresarse en sequía suave y
¡ ALBA.
Además de los polipéptidos 17 a 22 y 64 que ya se describieron por presentar la mismaU regulación en las dos variedades, existen otras proteínas que se pudieron observar después de5 los tratamientos de ALBA y sequía fuerte. En la variedad JA—605 fueron las proteínas 49, 50,
52 y 57 que en la otra variedad se expresaron de la siguiente forma: 49 y 50 en los¡ tratamientos de ALBA, 52 en el tratamiento de sequía fuerte y el 57 que ya se mencionó por no
¡ encontrarse en ninguno de los patrones de la variedad C-875 1. Por otra parte en esta última
¡
U
¡
JA-605 C-875 1,
TO ABA SP SS TU ABA SF
47~22 - + + - - + +
23 - + - + - + -
r
24 + - + - + - +
-
+
+ + + + -
48. - 4 + ., +• - + +
49~45O - + . + - - + -
52 - 4 + - - - +
-4- - + - + + +
+ -4- + + +
57. - .3’ - -
63 + .- + + + - +
- + + + +
65 - - - . - -
+ - + + - + +
67 - - - + - -
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1
variedad el polipéptido 55 se expresó por los tratamientos de ADA y sequía fuerte, mientras
¡ que en la variedad JA-605 se encontró también en los patrones TO.
¡ Las proteínas #y45 se expresaron en los 3 tratamientos de la variedad JA-605 pero en la
otra variedad solo se expresaron en el tratamiento de ABA y sequía suave. A su vez la
¡ proteína 66 también se expresó en los 3 tratamientos pero en la variedad 0.8751 y «iii otra
variedad su expresión se detectó en TO, sequía fuerte y sequía suave.
E
627.- Comwnciónconjwita de las’ 3 situaciones
U¡ Al observar en forma cor~unta todos los datos, comparando las 2 variedades y todas las
situaciones se obtuvo la TablaVII.
¡ Todas las proteínas fueron analizadas en las distintas tablas parciales. Solo quedaron por
comen aquellos casos donde se observó una respuesta común entre algún momento de la
¡ embriogénesis somática, el tratamiento de ALBA y los tratamientos de sequía.
E MienlavariedadJA-áOslaproteina48seexpresóenT2,ABAylosdostratamientosdesequíaylaproteina57enTl,T2ylostratamientosdeAJBA ysequia fuerte. Enestamisma
E variedad la proteína 54 desapareció de los patrones de T2, ALBA y sequía suave. En la
variedad C-8751 la proteína 64 apareció en las situaciones deT2, ALBA y sequía fuerte, y la
E proteína 66 se expresó además en la sequía suave.
Los polipéptidos que dejaron de expresarse pat- el co*nto de tratamientos Rieron cuatro.
U Las manchas 42 y 67 desaparecieron de los patrones en T2, ABA, y sequía fuerte. La
¡ proteína63noseobservóenT2,ABAysequíasuave.Porúltimolaproteína65nosepudo
detectar en los patrones de T2 ni en los tratamientos con ALBA o de sequía.
¡ Esta comparación de todos los datos permitió ver numerosas situaciones:
¡
¡
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JA-605 C-8751
TO TI T2 ADA SE SS TU TI T2 ADA SF SS
1-14 + + + - + + + + + - + +
15-16- - - + - - - - - + - -
17-22- - + + -4- -
23 - - - + - + - - - + - +
24 -4- + + - + - - - + +
25-26+ + - - + + + + - - + +
27-28 + + + + + + + + + + -
+ - +
30 - - + - - + - - + - +
31 + + + + + - + + + + + +
32 - - - - + + + + + + +
33 - - - + - - + + + + + +
34-38 + + + + + + + + + + +
39-41 + - - - - - + + + - + +
42 - - - - - - + + - +
43 + - - + + - + + + + + +
4445- + + + - - - + - +
46 + - - - + + + + + - + +
47 - - + + + - - - - + +
48 - - + + + + - - - + + +
49-50- - - + + - - - - + - -
52 - - - + + - - - - - + -
53 + + + + - + + + + + -
54 + + - - + - + + - + + -
55 + - - + + - - - - + + -
56 - - - - + + + + + - + +
57 - + + + + - - + + - - -
58 - + + - + - + + + - + +
59 + + + - + - + + +
60 + - - + + - + + + - -
61 - + + - - - - + + - - +
62 - - + - - - - + - - + +
63 + + + - + + + + - - + -
64 - - - + + - - - + + + -
65 - + + - - - + + - - - -
66 + + - - + + - - + + + +
67 - - + - - - + + - - - -
68 + - - + - - - - + + + +
Tabla VII: Proteínas detectadas en 2D-PAGE obtenidas por traducción in vitro.
Los números corresponden a las proteínas indicadas en la Figura 8 y en las figuras
anteriores.
+ indica presencia de la proteína.
- indica ausencia de la proteína.
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¡ Los 30 polipeptidos numerados del 1 al 30 presentaron un comportamiento idéntico en las¡ dos variedades de calía de azúcar.
Aquellas proteínas del 1 a] 16 mostraron un patrón diferencial solo en aquellos callos tratados
¡ con ALBA, las primeras 14 se reprimieron y las dos últimas se apresaron solo en ese caso.
Las proteínas que solo se indujeron en los tratamientos de ALBA y sequía fuerte, fueron seis
E 17, 18, 19, 20, 21 y 22. Las proteinas que se regularon por ALBA y sequía suave fueron dos,
¡ la 23 que se expresó y la 24 que se reprimió.
Los polipeptidos 25 y 26 desaparecieron de los patrones de T2 y ABAL.U Los polipeptidos 27 y 28 desaparecieron solo de los patrones de sequía suave.
La proteína 29 se expresó a lo largo de la embriogénesis somática, aunque en JA-605 lo hizo
U en TI y en la variedad C-8751 en T2.
Por último la proteína 30 se expresó en las condiciones de T2 y de sequía suave.E
Todas las restantes proteínas presentaron un comportamiento diferente entre los dos¡ genotipos.
Dentro de este grupo, 10 proteínas mostraron una expresión diferencial en una sola variedad
¡ y debido a una única situación.
Caracterizaron a la variedad JA-605 la mancha 31 que desapareció solo de los patrones de¡ sequía suave y las proteínas numeradas de 34 a 38 que desaparecieron por el tratamiento con
E ABA, Estos polipéptidos no mostraron expresión diferencial en la otra variedad. En esta
misma variedad se observó la expresión exclusiva de dos polipéptidos, el 32 que apareció en
U los dos tratamientos de sequía y el 33 solo en el tratamiento de ALBA.
En la variedad C-8751, como consecuencia del tratamiento de ADA, desaparecieron las
¡ proteínas 39 a 41.
Otras dos proteínas mostraron un patrón diferencial en un sola de las variedades. La proteína
42 nunca se pudo observar en la var. JA-605 y en la variedad 0.8751 apareció en los
¡ patrones de TO, T 1 y sequía suave. La proteína 43 estuvo presente en todos los patrones de
¡
¡
U
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U C-8751 y en la otra variedad solo estuvo presente en los patrones de TO, ALBA y sequía
fuerte.
u
7.- ANÁLISIS DE coMPONENTEs ~rcwazsu
El análisis de componentes principales aplicado a la presencia o ausencia de proteínas ha
permitido situar los diferentes tratamientos con referencia alos 3 ejes principales de variación,
como se muestra en el Figura 9.
Elprímercomponenteexplicael4á,79%deltotaldelavarianza,elsegundoel 13,15 %yel¡ tercero el 10,77 %. El total de los tres componentes explica el 70,71 % de la varianza total.
U En esta Figura se observa que las muestras se ordenan a lo largo del primer componente
principal en dos grupos bien diferenciados, uno de ellos formado por los tratamientos de
¡ ALBA en las dos variedades y el otrogrupo incluye las restantes situaciones estudiadas.
El segundo eje principal de variación muestra tres grupos, un grupo esta constituido por los
U tratamientos de sequía fuerte en ambas variedades, el segundo grupo lo fonnan losU tratamientos de sequía suave y muy cercano a este ultimo se encuentran los tiempos TO, Ti y
T2.
La cercanía entre los tratamientos de sequía suave y los tiempos de embijogénesis que se
observa a lo ¡argo del segundo eje, se resuelve gradas al tercer componente principal. Este¡ tercer eje tambien diferencia, aunque no tan marcadamente, los 12 de los tiempos Ti.
En general se observa que las muestras se distribuyen en función del tratamiento ya que enU cada uno de los tratamientos o tiempos analizados, las dos variedades aparecen juntas. No se
observa un a~pamiento por variedad sino por tratamiento.
E
¡
u
E
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u 8. ESTUDIO DE UN GEN TIPO Em
U
A partir de las zonas altamente conservadas de la secuencia publicada por Wilhiams y Tsang
U (1991) del clon Emb 564 de AUN copia de maíz, que se expresaba durante la embriogénesis
¡ y se inducía por ALBA y del clon Em de AUN copia de trigo de (Litts et al., 1987), se
diseñaron dos oligonucleótidos utilizando el programa Oligo. Además en sus extremos 5’ se
¡ agregaron las dianas para la enzima de restncción Eco Rl.
Estos oligonucleótidos se utilizaron como cebadores en una reacción de amplificación, donde
U como molde se utilizó AUN genómico de la variedad JAL-605 de caña de azúcar. Como
control positivo se utilizaron los AUN de trigo y maíz,¡
Los productos de esta PCR se resolvieron en una electroforésis en gel de agarosa y se pudoE observar una banda de unos 300 ph. El ADN de esa banda se purificó a través de un
Geneclean y se clonó en el plásmido Bluescript II SKI Los extremos cohesivos tanto delu inserto como del plásmido se obtuvieron cortando con Eco Rl, aprovechando las dianas que
llevaban en sus extremos 5’ los cebadores utilizados en la amplificación
¡ Una vez transformadas las bacterias de la cepa DH5a, se seleccionaron aquellas colonias
¡ transformadas positivamente utilizando el sistema enzima-sustrato de XGaJ - [PTO
El ADN aislado del don CMI se digirió con Eco Rl y el inserto liberado se utilizó como
U sonda para analizar:
el patrón de expresión de este clon.
¡ .- el n0 de copias que presentaba en el genoma¡
8.1.-Análisis de la secuencia del clon CMl
U
La secuencia obtenida del clon CMI así como la proteína resultado de su traducción se
¡ muestran en la Figura 10
¡
¡
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a GAG CGO GAG ACO GTO GTO CCC CGO CCC ACO CGO GGO AAG AGO GTO
b E C E T y V F G C T G C 1< 5 V
a GAG CCC CAG GAG CAO OTO CCC GAA CGT ACCCAATAAOCCACTGOOAGCCC
b E A Q E H L A E C
a OAGOOATCTTTATTAATTTCOTCGTGTTGCCTTTAATTCCOTOGAGTCCTOGACCTTTG
b
a CATGOAGCC CGO AGO CGO CCC GCC GAG ACT CGO AAC GAG GAG dG
b R 5 R G C O T R 1< E O L
a CCC CAT GAG CCC TAO ACO GAG ATC CCC AAC AAG CCC CGT CTG ACO
b C H E G Y 5 E M G 1< 1< C G 1 5
a ACO AOG GAG GAG ‘100 CGO CGO GAG CCC CGO CCC ACG GAG CGT GTO
b T T E E 5 C C E R C A R E G V
a CACA
b D
Figura 10 Secuencia de nucleótidos del clon CMI (a) base 1-72 exón 1, bases 166-294
exón 2 bases 73-165 intrón. Secuencia de aminoácidos (b) deducida a partir de la
secuencia de nucleátidos del clon CMI. Aparece subrayada la zona del intrón.
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U Una búsqueda utilizando los programas BLASTN y BLASTX mostró que esta secuencia
estaba relacionada con genes Lea muy parecidos al gen Em de trigo (Litts ex al. 1987). De la
¡ comparación con estas secuencias se dedujo la existencia de un intrón que abarcaba desde la
base número 73 a la base número 163, siendoel tamaño del inserto de 293 pares de bases¡ Las secuencias, tanto nucleotídicas como de aminoácidos, de los genes que presentaban una
¡ mayor homología con el clon CMI fizeron comparadas utilizando la aplicación pileup del
programa GCG. Los a]ineamientos obtenidos cuando se comparan las secuencias de
¡ nucleótidosy de aminoácidos se recogen en la Figuras 11 y 12.
Por otro lado se ha calculado el porcentaje de homología entre la secuencia nucleotidica y deU aminoácidos del clon CMI y las descritas en otros genes tipo Em, utilizándose la aplicación
¡ gap del programa GCG. Estos resultados se recogen en la Tabla VIII en la que se ha indicado
el porcentaje de identidad y de similitud en la secuencia de aminoácidos , así como el
¡ porcentaje de homología en la secuencia nucleotídica del exón 1, exón 2 y del intrón. Se
observa la existencia de una gran homología tanto a nivel de nucleótidos como de
1 aminoácidos en todas las comparaciones realizadas con la región codificadora La mayorE homología se encontró con el gen Enib 564 de maíz (91.045% de aminoácidos idénticos) y la
menor con el gen Em de Árab¡dops¡s thahana (76.1 190/o y 74.627% de aminoácidos
¡ idénticos). Sin embargo la homología en la zona del intrón fuebaja en todos los casos
Por otro lado se ha comparado las secuencias de aminoácidos de tres miembros de la familia
U génica B 19 de cebada (Figura 13), observándose que aunque la longitud de la proteína es
¡ diferente el gen gBl9.lb presenta una gran homología con otros miembros de la familia.
¡ 8.2- Análisis de la expresión del clon CMl
3 Para conocer la expresión de este clon se extrajo el ARN total de distintas muestras y se
u realizó una hibridación tipo Northern.
¡
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Figura 11 Alineamiento de las secuencias nucleotídicas de genes Lea tipo Em en distintas¡ especies.
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Figura 12.-Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de diferentes genes Em
Las diferentes secuencias tipo Em que mostraban homología con la secuencia de
aminoácidos deducida a partir del clon CMJ se alinearon utilizando la aplicación pdeup
del programa (lico.
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Aminoácidos Nucleótidos
Gen Identidad Similitud exoní exon2 intron
Maiz Emb564 91.045% 98.507% 98.630 91.538
Trí o2 Em 85.075% 94.030% 86.301 87.692 36.620
Arroz Osem 83.582% 95.522% 91.781 83.077 36.449
Cebada4 giBl9.1b 82.090% 97.015% 87.324 87.692 43.902
Jis¿. EmH2 83.582% 97.015% 89.041 86.154 38.889
EmH5 83.582% 97.015% 86.301 86.154
Zanahoria Emb-l 77.612% 89.552% 76.712 68.462 37.363
A.thahana8 Ti oEni 76.119% 86.567% 78.082 65.385 36.082
A.thaliana9 Em 74.627% 86.567% 76.712 66.154 34.066
Vradíata Em 76.119% 89.552% 75.342 62.308
1. WilliansyTsang (1991)
2. Stacy et al. (1995)
3. Futers et al. (1993)
4Futersetal (1993)
5. Hattori et al. (1995)
6. Litts et al. (1991)
7. Wurtele et al. (1993>
8. Finkelstein et al. (1993)
9. Gaubier et a]. (1993)
10, Van Damme(1995)
Tabla VIII.-Porcentajes de homología de secuencia de aminoácido y nucleótidos entre el
clon CMI y genes tipo Em en distintas especies.
79
2.
MASGQQERSE LDPMARECET
tIASGQQERSE LDPMA.RECET
MASGQQERSQ LDRKAREGET
50
VVPCGTGCKT LEAQEHLAEC RSRGGQ ....
WPGGTGCKT LEAQEHLAEG RSRGCQTRKE
VVPGCTCCKS LEAHDNLAEC RSRCGQ....
LEA 219.3
LEA 219.4
qfl19.ib -
LEA 319-3
LEA 219.4
qEiS.ib
LEA 319.3
LEA 319.4
qB19. ib
51 100
TRKD QLCEEGYREM GMKGGETRKE QLGEEGYREM
QLGEECYREM GHKCGETRKE QLGEEGYREM GHKGGETRKE QLGEEGYREM
102. 150
CHKGGETRKE QMGEECYHEM CRKCCLSTME ESGCERAARE GIDIDESKFK
GHXCCETRKE QMGEECYF(EH GRKGGLSTNN ESCCERAARE GIDIDESKFK
TRRE QMGEECYSEM GRKCCLSTND ESCGE~ARE GIDIDESKFK
151
TKS.
TK. -
TKSX
Figura 13.-Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de diferentes genes de la
familia B19 de cebada. Los alineamientos se realizaron utilizando la aplicaciónpileup del
programa GCG.
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¡ Las muestras analizadas fueron las siguientes:
¡ - plántulas de trigo germinadas en ausencia o en presencia de ABA, de la mismafomia que
describen Berge et al. (1989) para analizar la expresión del gen Em de trigo. Las plántulas
¡ germinadas con ABA se escogieron como control positivo de nuestra hibridación.
- las restantes muestras con-espondian a tratamientos o situaciones concretas deU enibriogénesis en caña de azúcar. En los caflos de las dos variedades se realizaronU tratamientos con ABA a dos concentraciones distintas 10.2 y io4 M y los callos se fijaron a
las 24 horas y a los 4 días de tratamiento. Mientras que con la concentración más alta los
¡ callos comenzaron a oscurecerse a partir de 50 día, hasta fenolizarse por completo, con la
concentración de 1 ~4 M esto no ocurrió y también se pudieron fijar callos a los 9 y 18 días deU tratamiento. Los controles de estos tratamientos fueron callos que pennanecieron en el medio
¡ SCC durante el mismo periodo de tiempo (Figura 14a).
Se cogieron callos en los que se realizó un tratamiento de sequía suave y sequía fuerte,
¡ siendo el control los callos TO, al igual que los analizados por traducción in vitro y 2D PAGE.
También se analizaron los embriones somáticos en dos estadios que llantamos E
1 y E2 que
E fueron escogidos en forma individualizada (Figura 14b).
u Como control negativo se utilizaron las hojas de plantas adultas crecidas en invernadero.El análisis de estos flitros revela que en el control positivo hay una Iberte hibridación. DeU todas las muestras de calla de azúcar deshidratadas o tratadas con ABA analizadas ninguna
hibridó con la sonda. Solo los embriones somáticos El y E2 mostraron una hibridación muyU tenue.
¡ Se comprobó que todos los carriles analizados tuvieran cargada la misma cantidad de ARN
por hibridación de los mismos filtros con una sonda ARN ribosómico (pRE12).
¡
¡
u
U
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Figura 14.- Hibridaciones con la sonda CMI.
a.- Hibridación tipo Northern de ARN total de callos tratados con ALBA 10~ M (A) y
102M (B) y un número variable de días. T, Trigo tratado con ALBA, J, variedad JA-605,
C, variedad C-8751.
b.- Hibridación tipo Northern de ARN total de embriones tipo El (1) y E2 (2) de la
variedad C-875 1.
c.-Hibridación tipo Southern de plantas de calla de azúcar de las dos variedades: 1 (JA-
605) y C (C-8751)
1.- Digestión con Eco Rl.
2.- Digestión con Kpn
3.- Digestión con BamHI.
4.- Digestión con BamHl + EcoR!
5.- Digestión con EcoRI + Kpn
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t3.-Námem de copias en el genoina
¡ Utilizando 12 pg del ADN genómico, obtenido a partir de plantas maduras de las dos
variedades de caBa de azúcar, se realizaron digestiones con diferentes endonudeasas
¡ Las restricciones se hicieron con 1.5 u de enzirna/¿¿g ADN en todos los casos y las enzimas
E utilizadas finan Eco R1~, Bam NL Kpn, Hlndlll y Nt 1. Se realizaron digestiones simples o
por combinaciones de dos enzimas. La hibridación tipo Southem de estas digestiones, con la
¡ sonda del clon CMI marcada radioact¡vamente (Figura 14c), reveló los siguientes resultados:
- No hay difrrencias en los fragmentos de restricción entre las dos variedadesU -Elnúnierodecopiasesbajoyaqueenlasdistintasdígestionesdobksseobservanunosdiez
U fragmentos.
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¡ DISCUSIÓN
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U DISCUSIÓN
¡ 1-CULTIVO IN VITRO
¡ En el cultivo de tejidos, las gramíneas fberon consideradas durante dos décadas como
especies recalcitrantes, es decir, incapaces de regenerar plántulas a partir de los callos.E
Una de las primeras especies donde se obtuvieron plantas regeneradas Le en la calía de¡ azúcar (Heinz y Mee 1969).Solo la utilización de tejidos jóvenes y poco diferenciados
como explante inicial en graniineas permitió la formación de plántulas regeneradas. Sin
E embargo en las dicotiledóneas, especialmente en las especies consideradas modelo como
zanahoria y tabaco, el cultivo de prácticamente cualquier órgano o tejido no presentabaU dificultades obteniéndose plantas regeneradas fácilmente.
¡ Los tejidos poco diferenciados que se comenzaron a utilizar como explantes incluían
inflorescencias jóvenes y embriones u hojas irimaduras. Sin embargo, no todos los¡ explantes se comportan de la misma manera ya que se obtienen distintas respuestas al
cultivo dependiendo de cual se utiliza, como demuestran en cebada Ruiz et al. (1992) al
E comparar el porcentaje de callo embriogénico que producen dos tipos diferentes de
¡
En e! caso de caña de azúcar, siempre se utilizaron como explante inicia] las hojas
¡ innnduras ( Liu y Chen 1976 , 1978; Ho y Vasil 1983; Chen et al 1988b) de plantas
adultas crecidas en el campo o invernadero o también a partir de plántulas obtenidas in
U vitro. En el caso de utilizar plantas adultas se cortan las hojas inmaduras enrolladas en
¡ secciones de unos 2 mm, desde su base hasta una longitud de 10 a 15 cm, dependiendo
fundamentalmente del tamaño de la planta donadora. En nuestro trabajo siempre se
U utilizaron las hojas inmaduras de plantas crecidas en el invernadero, de la misma forma
que describen estos trabajos.
U La formación de callo se realizó en oscuridad en el medio MS + 2 que solo lleva 2 mg/l
E de 2,.4 D. Esta concentración de la auxina sintética fue considerada la más adecuada
U
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E para la formación de callo en el cultivo de muchas gramíneas como trigo (Wernicke yMilkovits 1984), centeno (Linacero y Vazquez 1986) y cebada (Ruiz et al. 1992). Sin
¡ embargo en calía de azúcar Ho y Vasil (1983) y Chen et al.(1988a), consideran que la
concentración óptima para el inicio del cultivo es de 0.5 a 1.5 mg/l, suplementado sus¡ medios de cultivo con leche de coco al 5%, en el último trabajo también utilizan
E hidrolizado de caseína, sin embargo en nuestro caso no lo consideramos necesario ya que
los resultados que obtenemos son semejantes e incluso superiores a los de estos autores.
¡ Los callos comenzaron a formarse sobre la superficie de corte del expIaste, tanto en la
que estaba en contacto directo con el medio de cultivo como en Ja que tenia su superficie
E libre. Estos callos, al igual que observaron Ho y Vasil (1983), no se formaron en ningún
caso sobre la lámina de las hojas enrolladas.
¡ Al mes de cultivo en medio SCC se podían observar diferentes tipos celulares creciendo
¡ en el mismo callo, Esta heterogeneidad es habitual en la formación de callos de
gramíneasy cada tipo celular suele recibir una denominación especifica. Así Vasil y Vasil
¡ en su extensa revisión sobre cultivo de tejidos de gramíneas de 1995, denomina callos
embriogénicos de tipo 1 a los callos compactos formados por células pequeñas y blancas;
¡ sin embargo como ya se mencionó en la introducción existen especies cuyos callos¡ embriogénicos presentan unas características un poco diferentes. Así en maíz los callos
con mayor capacidad embriogénica no son los del tipo 1 sino unos callos de crecimiento
¡ rápido y más blandos que se denominan de tipo II y en trigo los callos embriogénicos de
aspecto típico se denominan de tipo A y solo se pueden mantener por muy poco tiempoU y se utilizan los callos denominados de tipo C que no son ni tan blandos ni fiables como¡ los de maíz pero también mantienen su capacidad de regeneración por mucho tiempo.
Taylor y colaboradores (1992) describieron 4 tipos de callos en caña de azúcar y esa
¡ misma nomenclatura también se mantuvo en el trabajo sobre embriogénesis en
Sacchanim de Guiderdoni et al. (1995). En este trabajo mantendremos en parte esta
¡ nomenclatura ya que observamos los mismos tipos celulares, Así Taylor et al. (1992)
E llaman callo tipo 1 a unas células grandes y semi-translúcidas que se observan a partir de
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u los 5 días de cultivo, sobre la superficie de corte del explante mientras que e! callo de
tipo III es aquel que se observa a los 15 días de cultivo, su aspecto es blando,
¡ mucilaginoso y grisáceo. Nosotros consideramos que entre estos dos tipos de callos, que
no regeneran y con un aspecto muy similar, no hay diferencias y que posiblemente estén
¡ formados por las mismas células del explante, que en presencia de 2,4 D, se engrosan
E pero son incapaces de dividirse. Además en cuanto se realiza la primera selección para
mantener el cultivo, este tipo de células deja de aparecer. Como callo tipo III, Taylor
¡ describe los que en resultados hemos denominado callos altamente embriogénicos y
como callo tipo IV al callo que hemos observado que comienza a fonnarse después del
¡ segundo periodo de subcultivo y que se puede mantener a lo largo de los 15 a 18 meses
¡ de duración del cultivo.
Por tanto el callo compacto de tipo III, seria aquel que hemos llamado altamente
¡ embriogénico y está formado por embriones globulares y escutelares, estando los
primeros generalmente en la periferia de estos callos que suelen crecer sobre restos del¡ explante. Esta descripción de los embriones coincide con los resultados publicados por
Brisibe et al. (1993) donde describen la embriogénesis somática de calla de azúcar en el
U microscopio electrónico y muestran que los primeros embriones en aparecer son los¡ globulares y luego comienzan a diferenciarse los embriones escutelares en los que se
distingue un eje central, el embrión, alrededor del cual crece el escutelo
¡ Con respecto a la concentración de 2,4-D que se necesita para mantener los callos
embriogénicos nuestras observaciones están de acuerdo con los trabajos de Ho y Vasil
U (1983) y Taylor et al. (1992). En estos trabajos describen que la concentración óptima de
¡ esta hormona debe estar entre 2.5 y 3 nig/1 para que los callos embriogénicos
permanezcan desdiferenciados y que en medios con una concentración menor de esta
¡ hormona se produce la pérdida de la capacidad embriogénica. En nuestro caso hemos
observado que si el tiempo de transplante superaba las 4 semanas y se dejaban los callos
U por un período de 5 a 6 semanas en el mismo medio de cultivo, estos callos dejaban de
E tener un aspecto embriogénico y se tomaban mas blandos y algo mucilaginosos. Sin
U
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¡ embargo según el trabajo de Chen et al. (1988b) lo más adecuado para mantener los
callos embriogénicos durante 1 alIo, seria la alternancia entre 2 medios de cultivo uno
U con 1 mg/l y otro con 3 mg!) 2,4-D, posiblemente esta sea la causa del bajo porcentaje de
¡ formación de callo embriogénico que describen estos autores.
La adición de IAA y K en el medio SCC se debe al hecho de que estas hormonas, según¡ Nabors et al. (1983), incrementan la regeneración posterior de los callos durante el
cultivo de tejidos de los cereales. En todas las publicaciones mencionadas anteriormente
¡ acerca del cultivo de callos de caña de azúcar el medio de mantenimiento que se utiliza
está suplementada con un 5% de leche de coco natural, que se sabe que es una LenteE natura] de citoquininas mientras que el medio SCC está suplementado exactamente con
¡ 0.lmgIlK
En lo referente a la duración del cultivo los callos de las dos variedades se pudieron
E mantener en el medio SCC por un periodo de 1 año y medio aproximadamente, similar al
tiempo que describen otros autores. El aspecto de estos callos no variaba prácticamenteU salvo que al transonnir un alio sus células se tomaban de mayor tamaño hasta que,
¡ después de un alio y medio, dejaban de crecer completamente. Se debe destacar que
muchos de estos callos no se oscurecieron ni cambiaron su aspecto, mientras que otros
¡ se Leron fenolizando progresivamente hasta oscurecerse por completo.
Las das variedades formaron los mismos tipos de callo con unas frecuencias similares y
¡ respondieron de igual forma a los distintos origenes de los explantes. En los dos
¡ genotipos los explantes de la zona 2 formaban más callo embriogénico que los explantes
de las zonas 1 ó 3. Así no se encontraron diferencias genotípicas en la inducción, la¡ morfblogía 6 en el comportamiento de los callos embriogénicos.
Cuando los callos embriogénicos se cultivaron en un medio sin 2,4-D y en presencia de
U luz, observamos que los dos genotipos presentaron diferencias en su respuesta a la¡ regeneración. En gramíneas esta respuesta diferencial dependiente del genotipo ha sido
ampliamente descnta en la literatura, como en maíz (Hodges et al. 1986), cebada (Lúhrs
¡ y HÓrz 1987), arroz (Chu y Croughan 1990), centeno (Linacero y Vazquez 1986) e
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U¡ incluso en caña de azúcar (Chen el al. 1988a y Taylor et al. 1992). En nuestro caso el
genotipo que mejor se comporta corresponde a la variedad C-875 1 como se observa en
¡ el gráfico (pag.40), donde se puede ver que el mejor porcentaje de regeneración en la
variedad JA-605 es de un 85% mientras que el peor len la variedad C-875 1 alcanza un¡ 82% de regeneración. El hecho de que encontremos claras diferencias debidas al
¡ genotipo en la capacidad de regeneración y no las encontraremos en la formación de
callos, pone de manifiesto que estas 2 situaciones son controladas de forma
¡ independiente.
Esta situación file descrita en alfalfa por Hernandez-Femandez y Christie (1989) que
U postulan que la formación de callo estada regulada por un solo locus mientras que la
¡ regeneración estaría bajo el control de 2 genes complementarios. En cebada, Lúrhs y
Loa (1987) encontraron que de 2! líneas que formaban callo solo ¡5 producían callo
U embriogénico de las cuales solo 8 eran capaces de regenerar plantas. En centeno,
Linacero y Vázquez (1986) también demostraron que algunos genotipos podían formar
¡ callo pero estos eran incapaces de regenerar.
La relación existente entre genotipo y competencia morfogenética es compleja e
¡ indirecta. Según Vasil (1987) esta relación está tan influenciada por las condiciones
¡ fisiológicas y ambientales de la planta donadora, que la acción del genotipo
prácticamente no se debería tener en cuenta. El efecto del estado de la planta donadora¡ sobre la respuesta al cultivo se ha descrito ampliamente, como por ejemplo en cebada
(Lurhz y Lórz 1987) donde los resultados en cultivos de embrión inmaduro no fueronU repetibles de un alío al siguiente ya que las condiciones climáticas fueron completamente
¡ distintas. Con el fin de minimizar estos efectos y que las condiciones fisiológicas fueran
lo mas parecidas posibles, las dos variedades se sembraron en la misma parcela del
¡ invernadero y fueron cortadas, cultivadas y transplantadas al mismo tiempo. La
evaluación también se llevó a cabo de forma simultánea.¡ De esta forma las diferencias observadas sedan en su gran mayoría debidas al genotipo, y¡ a diferencia de lo afirmado por Vasil, pensamos que el genotipo es tan importante como
U
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¡ el estado fisiológico de la planta para determinar el tipo y grado de respuesta
morfogenética.
¡ Hemos observado que el nivel de regeneración dentro de cada variedad, depende de la
¡ posición del explante en la planta donadora y esta diferencia se puede apreciar en el
gráfico (pag. 40). La vadedad JA-605 presentaba una clara disminución del nivel de¡ regeneración a medida que el explante original era escogido a mayor distancia de la base
de las hojas ininaduras y las diferencias entre las 3 zonas en que hemos considerado a las
¡ hojas inmaduras fUeron significativas. En la variedad C-875 1 este gradiente en la¡ capacidad de regeneración no fue tan acentuado, incluso los callos de la zona 1 y de la
zona 2 no mostraron diferencias significativas entre si, con un nivel de 94% de callos que
¡ regeneran mientras que de los callos de la zona 3 solo un 82% regeneró La existencia de
un efecto de gradiente se ha descrito en la mayoda de los trabajos donde el explante se
E obtiene, a partir de hoja inmadura, así cuanto mas alejado se coja el explante de las
U células meristematicas tanto menor sera su capacidad de formar callo, así como de que
estos regeneren.¡ Así en sorgo, Wernicke y Milkovitz (1984) describen al igual que nosotros que los
tejidos más diferenciados tienden a acumular fenoles y son incapaces de desdiferenciarse,
¡ estos tejidos se tornan de un color marrón oscuro y mueren.
En el cultivo de calía de azúcar Ho y Vasil (¡983) ya describieron este efecto de¡
gradiente en la respuesta morfogenética, aunque estos autores describen que aquellas¡ hojas mas diferenciadas no producen callo y forman numerosas raicillas en contraste con
nuestros datos donde los explantes que no forman callo no producen ningún tipo de
¡ respuesta morfogenética. Nosotros podemos decir que en nuestro caso el efecto de
gradiente, en las dos variedades, Le muy marcado, no solo en la regeneración como seU ve en el gráfico (pag. 40) sino también en la formación de callo. Los explantes formaban
¡ callo, sin presentar ningún cambio ni en la forma ni el tipo de callo sino en la ftecuencia,
ya que los últimos explantes incapaces de formar callo se fenolizaban por completo sin¡ presentar ninguna otra variación, como ya mencionamos.
¡
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Una posible explicación para la existencia de un gradiente de respuesta es la existencia de
diferentes concentraciones endógenas de distintas hormonas, fundamentalmente ABA y
IAA. Para analizar esta posibilidad Rajasekaran et al. (¡987b) en Penn¡setwn purpureum
midieron los niveles endógenos de ABA, IAA y citoquininas en las tres regiones de las
que cogían el explante, una basal, una intermedia y otra dista], En los explantes de la
región basal encontraron niveles muy altos de ALBA, que va disminuyendo marcadamente
a medida que se alejan de dicha zona basal a pesar de lo cual los niveles de ALBA
siguieron siendo elevados. Al tratar la planta donadora crecida in vitro con fluoridona, un
inhibidor de la síntesis de ABA, observaron que esos explantes eran incapaces de formar
callo embriogénico y que esta capacidad podía ser restaurada parcialmente por la
aplicación de ABA exógeno. Cuando utilizaron inhibidores de giberelinas y un oxidante
de ¡AA no detectaron ningún efecto en el comportamiento de los cultivos. Esta situación
lleva a pensar que el ABA juega un papel fundamental en el establecimiento del gradiente
morfogenético que presentan las hojas inniaduras utilizadas como explantes.
Wemicke y Milkovitz (1984) señalan en su trabajo que la velocidad con que las células
pierden la competencia y la totipotencia depende del genotipo. Es posible que esta sea la
explicación de la diferencia existente entre las dos variedades en cuanto al gradiente
La germinación de los embriones, también llamada conversión por algunos autores,
parece estar controlada de forma independiente tanto de la inducción de callo, como de
la capacidad de regeneración que los mismos. Lúrhz y Lórz (1987) describieron que de
15 lineas de callos embriogénicos de cebada, solo 8 fUeron capaces de formar plantas y
en centeno Linacero y Vazquez (1990) observaron que todas las variedades utizadas
formaban callo pero solo en algunos casos era embriogénico y formaba plantas. En
nuestro caso las dos variedades formaron plantas pero aquellos callos que mostraron un
menor porcentaje de regeneración fueron los que por el contrario formaron un mayor
número de plántulas, aunque en las dos variedades tanto la inducción como la formación
de callo fue de un nivel prácticamente idéntico.
U
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¡ La formación de plántulas se observaba a partir de los 10 días de encontrarse los callos
embriogénicos en condiciones de regeneración, con la aparición de botones verdes
¡ pudiendo distinguirse pequeños brotes unos 5 días más tarde.. Las plántulas regeneradas¡ que se obtuvieron en todos los casos fueron normales. También las plántulas formadas a
partir de las yemas axilares lii vivo fueron siempre nonnales, por lo que estas dos
variedades mostraron una gran estabilidad fenotipica
¡ Esta estabilidad podría ser explicada por ser una especie octoploide y contar con unU número alto de juegos cromosómicos que baria que esta especie pudiera soportar mejor
una mutación. Como además éstas suelen ser recesivas no se manifrstadan en elU fenotipo.
¡ La estabilidad fenotípica in vitro observada en nuestro trabajo, podría corroborarse con
numerosos trabajos realizados en caña de azúcar, donde muestran que en esta especie¡ hay una alta estabilidad genética. Los análisis de plantas regeneradas a partir de callos se
realizaron con diferentes abordajes: morfológicos (Irvine 1984), análisis de RFLPs
¡ (Chowdhury y Vasil 1993), y RAPD (Taylor et al. 1995). Sin embargo hay que tener¡ presente que algunos de los primeros trabajos en variación somaclonal se hicieron en
caña de azúcar (Liii y Chen 1976, 1978). En nuestro caso no se realizó un análisis de la
¡ descendencia, ni citológico para poder saber si esa estabilidad fenotípica observada se
correspondía o no con una estabilidad en el genoma. Por lo tanto solo podemos afirmar
U que los dos genotipos que hemos utilizado son fenotípicamente estables y que en lo que
se refiere al genoma del género Saccharum existen evidencias tanto a favor como en¡ contra de su estabilidad in vitro.¡ En este trab~o nunca se utilizaron callos que tuvieran más de un año en cultivo para
regenerar plantas y tal vez por eso no se hayan observado plantas albinas como describen
¡ en Pennisetumpurpureum Chandíer y Vasil (1984) al utilizar cultivos viejos.
El aspecto normal y homogéneo que mostraron las plantas regeneradas en nuestro caso¡ se podría deber al hecho de haber sido obtenidas por embriogénesis somática, aunque,
¡ por supuesto, no podemos descartar que alguna plantilla haya surgido por
E
U
U
92
U
¡ organogénesis. La homogeneidad fenotípica debida a la regeneración a través de
embriogénesis somática en calla de azúcar se describe en el trabajo de Chowdhwy y¡ Vasil (1993). Este último autor (Vasil 1987> describe que la regeneración de plantas por
embriogénesis somática en las gramíneas seria la causante de la uniformidad fenotípica y
U que la embriogénesis somática actuaría como filtro de aquellas células que llevaran¡ Mgwm mutación de importancia ya que el proceso embriogénico tanto en plantas como
en animales selecciona negativamente a aquellos embriones que ponen una aberración.
¡ La evaluación del número de plántulas se realizó, en callos embriogénicos, después de un
mes de cultivo en condiciones de regeneración. Se debe tener presente que puede haberU existido algún problema de competencia debido al espacio y a I& disponibilidad de
¡ nutrientes entre los diferentes embriones presentes en un mismo callo para poder
desarrollar un brote. Así aquellos callos con un número elevado de embriones pueden noU haber desarrollado todos ellos y por consiguiente no producir el número de brotes que se
esperarían a priori. Con el fin de minimizar este problema los callos utilizados fueron¡ pequeños, de unos 5 mm de diámetro.
¡ Como se puede observar en el gráfico (pag. 43) los genotipos presentaron una respuesta
cruzada y existe un claro efecto de gradiente. Así en los callos formados a partir de
¡ explantes de la zona 1, la variedad JA-605 fonnó más brotes que la otra variedad,
mientras que en los callos de la zona 3, JA 605 Le la variedad que fornió menos brotes.
¡ De estos resultados se desprende que la germinación de los embriones depende del
genotipo. Ya hemos comentado que tanto los tipos de callos como los tiempos deU transplante fueron idénticos en ambas variedades para minimizar cualquier variación
¡ debida al estado fisiológico de las plantas donadoras del explante.
La existencia de un gradiente parece también bastante evidente. Los callos de zona 1
U produjeron un mayor número de brotes, seguidos de la zona 2 y por último los callos
obtenidos de la región mas distal fueron los que produjeron el menor número de brotes.¡ Tal vez este gradiente que se observa en el número de brotes que pueden formar los¡ diferentes callos sea solo un reflejo del gradiente ya descrito para la regeneración, y de
U
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u¡ esta forma los callos de la zona 1, que eran los que mostraban mayor capacidad de
regeneración, podrían por consiguiente formar un mayor número de plántulas. Así en laE variedad C875 1 donde los callos de las zona 1 y 2 presentaban niveles casi idénticos de
regeneración, también se muestran niveles similares en la conversión como se aprecia enU el gráfico (pag. 43) para las zonas 1 y 2.¡ Si tenemos en cuenta los gráficos (pag. 40 y 43) parecería que la variedad JA-605 es
capaz de convenir mejor sus embriones. En los callos de tipo 3 de esta variedad solo el
¡ 42% regeneraron, pero para la formación de brotes muestra unos niveles similares a la
variedad C-875 1 aunque en este caso el 82% de estos callos regeneraban. En los callos
E de la zona 1 esta situación parece más evidente ya que en la variedad JA-605 el 85 % de
los callos regeneraron pero su eficiencia en la conversión fue mucho mayor con 2.8U
brotes/callo mientras que en la variedad C-8751 el nivel de regeneración fUe del 93% yE estos callos produjeron 2.3 brotes/callo.
Evaluando en conjunto tanto la regeneración como la conversión, la variedad C-8752¡ forma un mayor número de plantas durante el cultivo in vitro, ya que regenera
independientemente del origen del explante mucho mejor que la otra variedad, en lo¡ referente a la formación de brotes solo se ve superada por la variedad JA-605 en los
¡ callos de zonal, siendo esta diferencia muy pequeña ya que se encuentra entre 2.8 y 2.3
brotes/callo.¡ Estos datos de regeneración y germinación in vito se corresponden con los resultados
observados in vivo donde la variedad C-875 1 forma un número mucho mayor de plantasU a partir de yemas axilares. Además en esta variedad se forma un número mayor de tallos
¡ a partir de cada estaca sembrada en la tierra y siempre son más vigorosos que los de la
variedad JA-605.
¡ Aunque parece evidente la mejor respuesta del genotipo C-875 1 tanto al cultivo in vivo
corno in vitro se debe destacar que las dos variedades formaron callo embriogénico y¡ presentaron altos niveles de regeneración y conversion.
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¡ 2.-ANÁLISIS DE LOS PATRONES DE PROTEÍNAS TRADUCIDAS IN NITRO
¡ La electroforesis bidimensional, basada en la carga y tamaño de las proteínas, es un
procedimiento idóneo para el análisis simultáneo de cientos de proteínas. Esta técnica esU por lo tanto muy utilizada para abordar temas muy diferentes en la biología, como el
E cambio de expresión que producen distintos sustratos en un liquen (Lkpez Bilbao et al.
1996), analizar proteínas que se inducen por déficit hídrico (Covarrubias et al: 1995) o
¡ analizar la divergencia genética (Aquadro y Avise 1981).
Esta técnica de electroforesis bidimensional de proteínas se ha utilizado también para
¡ caracterizar especies así Zeng y Singh (1993) diferencian Drosophila simulans de D.¡ sechellía con un 8% dcl total de proteínas analizadas. Un nivel similar de variación se
detectó en la comparación de patrones proteicos de dos líneas de maíz, donde el
¡ polimorfismo detectado fije de un 11% del total de proteínas (Leonardí et al. 1987).
Sin embargo, analizando la electroforesis bidimensional de proteínas totales teñidas con¡ plata dentro del complejo Saccharum, Ramagopal (1990) encuentra que solamente el
3.6% de las proteínas muestran variación interespecífica y la variación intergenérica¡
queda determinada por el 5.3% de todas las proteínas resueltas. La comparación dentro¡ de la especie Sacc/zarum officmnarum de dos variedades reveló una variación del 0.9%
del total de proteínas. Estos niveles, de polimorfismo resultan extraordinariamente
E . pequeños ya que se comparan 5 especies del género Saccharum y 5 especies
relacionadas: Erianthus, Miscanthus, Narenga y Sclerostachya, donde las diferencias
¡ morfológicas son importantísimas, y los números cromosómicos varían desde 2n30
¡ hasta 2n=i 18. Debemos destacar que el bajo nivel de polimorfismo que describe este
autor no se debe a la técnica per se, que es capaz de detectar cambios en muchasU situaciones, sino al material de estudio.
En nuestro caso al estudiar en las dos variedades de caña de azúcar los patrones teñidos
E con plata de las muestras TO, TI y T2 además de aquellas sometidas a una situación de¡ estrés hídrico con PEO, no encontramos diferencias entre las dos variedades. Esta
¡
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¡ situación está de acuerdo con el trabajo ya citado de Raniagopal que encuentra solo un
0.9% de variación entre variedades de la misma especie. Parece bastante claro que el¡ nivel de polimorfismo dentro de las cañas de azúcar es bajo.
El hecho de no haber detectado polimorfismo no es un caso particular para la caña deU azúcar ya que hay numerosos trabajos en otras especies donde no se detecta variabilidadu en el patrón proteico a pesar de la existencia de una clara diferencia morfológica. Así, el
análisis de 19 líneas de Drosophi/a simulant (Ohnishi et al. 1982) o en humanos
¡ utilizando tejido renal (Smith et al. 1980) no reveló ni una sola proteína polimórfica.
Es un poco dificil de explicar este comportamiento, donde muestras que difieren
¡ notoriamente en su morfología y/o fisiología muestran poca ó ninguna variación mientras
u que en otros casos el nivel de polimorfismo que se puede detectar es muy alto. Unaposibilidad es que las proteínas que modifican su expresión, se encuentran en tan baja
E concentración que no se puedan detectar en el gel. Otra posibilidad es que se encuentren
en zonas del gel muy densamente pobladas y su expresión quede enmascarada por otras
¡ proteínas.
¡ Hay que tener presente que al realizar este tipo de estudios para analizar los cambios que
produce en la expresión génica una situación dada, también se están reflejando en el
U patrón electrofororético todas las proteinas que nunca varían en su expresión, como las
proteínas ribosómicas. Esta situación hace que el nivel de variación que se detecte sea
E menor que el que realmente ocurre entre las proteínas que se expresan en el momento de
estudio.E Por todas las razones mencionadas se eligió el sistema de transcripción iii vitro seguido
¡ de 2D-PAGE de las nuevas proteínas para analizar los cambios que producían, en la
expresión génica de la caña de azúcar, en la embriogénesis y el estrés hídrico.¡ La transcripción in vitro permite analizar solo a los ARNm que se están transcribiendo
durante el tratamiento o situación seleccionada. Además se incorpora el aminoácidoE cisteina marcado radioactivamente, que aumenta la sensibilidad de la detección en 2 ó 3
E
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¡ ordenes de magnitud, y permite la detección de aquellas proteínas que representen menos
del 100/o del total de proteínas.¡ A pesar de las ventajas que ofrece esta técnica se debe tener presente que se pierde la
información acerca de la regulación a nivel de traducción, puesto que al realizarse laU traducción in vitro podemos observar proteínas que lii vivo, aparecerían posteriormente.
u Esta discrepancia entre los patrones de proteínas in vivo y los observados al traducir losARNm han sido puestos en evidencia por Duré lii et a]. (1981). Por lo tanto estos
u patrones electroforéticos si bien brindan información muy valiosa acerca de los genes
que se están transcribiendo, no se ajustan exactamente a la realidad.
u Este nuevo abordaje reveló diferencias entre los patrones proteicos analizados. La
u comparación de los callos control mostró que las variedades sólo se diferencian en 8proteínas traducidas in vitro. Este bajo nivel de polimorfismo detectado está de acuerdo
E con nuestro trabajo previo con proteínas totales teñidas con plata y con la publicación de
Ramnagopal que ya se ha discutido.
U Asimismo otros trabajos también demuestran la baja tasa de variabilidad existente dentro
del complejo Saccharum en general analizando la actividad génica. AI-Janabi et al.E
(1994) secuencian dos Ioci del genoma mitocondrial y dos bol de cloroplastos, además¡ analizan con nueve sondas diferentes los fragmentos de restricción obtenidos con siete
enzimas del genoma mitocondrial, los resultados que obtienen los llevan a sugerir que el
u complejo es evolutivamente muy joven o bien que la tan de evolución dentro de los
Saccharum es completamente diferente de otros taxa. Dentro de las variedadesU comerciales de calla de azúcar no observaron variación sugiriendo que esto implicaría un
¡ monocultivo con relación al citoplasma de todas las variedades de caña en todo el
mundo. Esta teoría del “monocultivo citoplasmático” la mencionan nuevamente Sobral et
¡ al. (1994) pues al analizar el genoma de cloroplastos con 12 sondas que representan el
genoma completo de cloroplastos de arroz, no encuentran variación entre las callas deE azúcar cultivadas para la producción azucarera,
E
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LI.-Embriogéneuis somática
¡ La embriogénesis, como ya se describió en la introducción es una de las etapas
fUndamentales del desarrollo, donde se determinan los ejes de polaridad y simetría así
U como los diferentes tipos de células y tejidos que darán lugar a una planta adulta. Al
u ana~ar los patrones proteicos obtenidos durante el anabsis de la embriogénesis somáticahay que tener presente por lo tanto, que la embijogénesis es un proceso básico del
u desarrollo. Partiendo de esta premisa todos aquellos genes que estén implicados
directamente en este proceso deben comportarse de la misma forma dentro de unau especie y posiblemente estén conservados durante la evolución por lo cual, incluso
u podrían ser muy parecidos entre géneros relacionados. Debido a esto las variedades JA-605 y C-875 1 deben presentar el mismo patron de expresión como consecuencia del
E desarrollo y maduración del embrión somático.
Uno de los trabajos pioneros en el estudio de la embriogénesis, y los cambios de
E expresión que esta provoca, fUe publicado por Dure m et al. (1981). En el se estudian
¡ las poblaciones de ABYm de semillas de algodón y su variación en estadios específicos
de la embriogénesis (embrión inmaduro, embrión maduro y semilla seca) mediante
¡ traducción in vitro, síntesis iii vivo de proteínas y proteínas totales. Describen 5
poblaciones de ARNin. La primera población está formada por 32 manchas que se¡ expresan durante la embriogénesis y las primeras horas de germinación. El segundo
grupo con 6 miembros se expresan en la embriogénesis solamente. El tercer grupoU estaría formado por las proteínas de reserva ya que el ARNm, desaparece en la
E l embriogénesis tardía y no se observa en los embriones maduros. Aquellos ARNm que
son abundantes en la ernbriogénesis tardía y se sintetizan en abundancia en la
u germinación temprana forman el cuarto grupo. La última población, formada por 14
manchas, llega a ser abundante en la embriogénesis tardía pero desaparece durante lasE primeras horas de genninación, a esta población de ARNm se los denominó genes Lea
E (late ~mbriogenesisfibundant).
¡
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¡ Sanchez-Martinez et al. (1986) analizan los cambios de expresión en embriones cigóticos
de maíz por electroforesis bidimensional de proteínas marcadas in vivo y de ARNm
¡ traducidos in vitro. En este caso realizan tres agrupamientos y no cinco como en el
trabajo de Dure III, y abarcan una población embriogénica de 7 proteínas que aparecenU tanto en embriones jóvenes como maduros, una población de maduración compuesta por
u 44 proteínas que aparecen en la maduración, de las que 22 serían proteínas LEA y porúltimo 13 proteinas de germinación.
E Al comparar las muestras TO y TI donde los callos crecían en medio SCC y SCR
respectivamente, las proteínas que varían en estos dos medios son solo dos: 59 y 61. La
¡ proteína 59 se expresa solo en TO, por lo que podría ser considerada una proteína de
embriogénesis temprana y la proteína 61 se expresa en TI y T2 y podría ser considerada
¡ de embriogénesis tardía y germinación.¡ Un nivel de variación muy similar al que hemos detectado se pudo observar en
Arabidopsis ihalíana (Huang y Yeoman 1995) donde se compararon los 2D-PAGE de¡ proteínas totales de callos embriogénicos cultivados en presencia de 2,4-D y una semana
después de haber sido transferidos a un medio sin auxinas. Solo se observan 4 proteínasE diferenciales que estos autores consideran como polipétidos exclusivos de callo
E embriogénico.
Las proteínas que presentan el mismo patrón de expresión en TO y TI pero varían en T2
E son las 25, 26 y 29. Esta variación solo se puede deber al progreso del embrión y su
germinación. Según la nomenclatura utilizada por Dure III, la proteína 30 sería deU germinación y las proteínas 25 y 26 serían de embriogénesis temprana y de
u embriogénesis tardía respectivamente.Debemos destacar que en general los trabajos realizados con embriones cigóticos como
E los de Dure III y Sanchez-Martínez, ya mencionados, describen un nivel de variación
mucho más alto que en los trabajos donde se analizan los embriones somáticos como es
E nuestro caso o el de Huang y Yeoman.
U
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¡ Todos los trabajos publicados para el estudio de la embriogénesis somática utilizando
2D-PAGE se limitan al estudio de la inducción comparando el patrón de expresión del¡ explante y del explante después de un cieno período de tiempo en el cultivo, como en el
caso de Arabidops¡s, ya mencionado, o en el de Cichoriwn (Boyer et al. 1993). También
U se analiza la expresión de callo embriogénico y no embriogénico en café (Menéndez-
U Yuffa et al. 1994), zanahoria (Wilde et al. 1988) o caSia de azúcar (Guiderdoni et al.
1995). En todos los casos el número de proteínas polimórficas no es superior a 10.
E Hay que tener en cuenta que algunos genes de embriogénesis pueden estar expresándose
en TO, ya que en la revisión de Zimmerman (1993) se observa que la expresión deU numerosos genes de embriogénesis tardía tiene lugar en etapas más tempranas como las
¡ masas proembriónicas y los estadios globular o corazón de los embriones somáticos de
zanahoria. Como en nuestro caso todos los tratamientos se han realizado sobre callos en
E estadio TO es posible que consideremos a estos genes de embriogénesis, que ya se
estarían expresando, como si fUeran constitutivos y de esta forma estaríamosU infravalorando el número de ellos que estarían implicados en este proceso.u Por otra parte todas las publicaciones que se han mencionado en esta discusión realizan
el análisis de un único genotipo. De esta forma todas las diferencias observadas se¡ atribuyen a la embriogénesis y son tenidas en cuenta aunque posiblemente no estén
relacionadas con dicho proceso, por lo que el número real de proteínas implicadas en
E embriogénesis en estos trabajos puede ser menor que el que indican.
u Si en nuestro trabajo se analiza una única variedad, el nivel de polimorfismo aumentanotoriamente con 18 proteinas variables en la variedad JA-605 y 15 en la variedad C-E 8751. Esta situación refleja claramente que cuando se quiere asociar una proteína con un
fUnción deternnada debe estar también asociada a un genotipo concreto. Si se quiere
¡ generalizar es necesario analizar diferentes genotipos dentro de la especie estudiada, para
eliminar la variación intra-varietal.E En nuestro caso, al realizar la comparación entre las dos variedades se puede observar
¡ que estas se diferencian en un número mayor de proteínas a medida que aumenta el
U
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u periodo de desarrollo de la embriogénesis. Así y como ya discutimos, los TO sediferencian en 8 proteínas, mientras que los TI lo hacen en 10 y los T2 en 14. Esta
U situación podría estar relacionada con las diferencias encontradas en la capacidad de
regeneración y de conversión entre las dos variedades, que se discutieron en la sección
E de cultivo de tejidos, mientras que en la inducción y mantenimiento de callo
u embriogénico (TO) no se apreciaron diferencias entre ambos genotipos.
E 2.2.-Estrés Hídrico
E La falta de agua desencadena una respuesta compleja por parte de la planta que
u comienza con la percepción del estrás y se inicia una cascada de señales que seman fiestan por cambios a nivel celular, fi iológico y de desarrollo. Est respuesta
u depende del grado y duración del estrás, del genotipo de la planta y del estadio dedesarrollo, además del tipo de estrás (Bray 1993).
E El tipo de estrás elegido para nuestro análisis fUe la deshidratación. En un primer
momento se realizó con PEO que en el medio de cultivo provoca un cambio de
¡ osmolaridad y produce el mismo efecto que la pérdida de agua. Los trabajos donde se
u simula una situación de estrás con PEO son numerosos e incluso se llega a comparar la
expresión génica durante el estrás tanto provocado con PEO como por deshidratación en
E una atmósfera seca y la respuesta que provocan ambos tratamientos suele ser similar,
como en raíces de arroz donde la expresión del clon salT se induce por PEO y por faltaU de riego entre otras situaciones (Claes et al. 1990). Sin embargo, algunos autores
¡ describen al PEO como una sustancia tóxica para las células y de dificil absorción, por lo
que el tratamiento debe ser siempre superior a las 24 horas. Como en nuestro trabajo se
E analiza el cambio de eipresión en proteínas traducidas in vitro, se descartó el uso del
PEO para evitar que hubiera cambios de expresión debidos a la toxicidad y que
U modificaran así los resultados obtenidos por causa de la sequía.
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E En suspensiones de arroz transformadas con el gen Em (Bostock y Quatrano 1992)
estudian la inducción de dicho gen por diversas situaciones, observando que se induce
¡ frente a un estrás hídrico suave donde la pérdida de peso es del 10% aproximadamente,
mientras que no se induce por un tratamiento más severo donde la pérdida de agua es del
¡ 50%. Al existir por tanto un comportamiento diferente, al menos en el gen Em, frente a
u condiciones más o menos severas de deshidratación, se decidió realizar dos tratamientosde estrás hídrico, uno al que llamamos fUerte, ya que era rápido e intenso (dos horas y 50
E % de pérdida de peso fresco) y otro suave donde se llegaba a la pérdida de un 12 % del
peso del callo a lo largo de unas 30 horas sobre papel de filtro.¡ La relación entre el genotipo de las plantas y la respuesta ante una situación de estrés fUe
¡ estudiada por Baszczynski et al. (1985) utilizando 50 líneas de maíz tratadas con calor a
30 0C y a 45 0C. Observaron que la gran mayoría de polipéptidos se sintetizaban en todos¡ los genotipos aunque se presentaban algunas diferencias cualitativas y cuantitativas, pero
todos los genotipos expresaban 6 proteínas que estos autores habían caracterizado como
E de respuesta al heat shock. De esta forma podría existir una relación entre genotipo y
E respuesta al estrás, posiblemente debida a una diferencia en la sensibilidad de las plantascontrolada por el genotipo.
E En nuestro trabajo se utilizan dos genotipos de calla de azúcar, cuya principal diferencia
es su respuesta a la sequía, como ya se describió en materiales.
E Ninguno de los genotipos muestra un nivel de expresión diferencial mayor que el otro.
En la variedad JA-605 hay 21 proteínas que muestran un patrón diferencial entre TO, SFU y SS mientras que en la variedad sensible son 20 proteínas, aunque no siempre el nivel de
¡ expresión diferencial que presentan es tan parecido como se verá en otros casos.
Todas aquellas moléculas cuya fUnción es preservar las membranas, los liposomas y las
¡ proteínas celulares durante la sequía se denominan osmoprotectores. Muchas de estas
sustancias son azúcares como la trehalosa que reemplazaría al agua en la formación deE puentes H con las proteínas celulares. Otras serían proteínas con fUnción enzimática para
¡ inactivar a las fosfolipasas, responsables de oxidar los fosfolipidos de membrana y
u
u
U
102
¡ degradarlos (Crowe et al. 1993). La familia de proteínas inducidas por sequía en cebada
se han denominado dehidrinas (Robertson y Chandler 1992) y alguna de ellas tiene una
¡ estructura similar a los inhibidores de fosfolipasas. Otras sustancias osmoprotectoras son
¡ los compuestos de amonio cuaternario y los de sulfonio terciario. El más común entre las
plantas superiores es la glicina beatina que se encuentra en al menos 11 tbmilias entre
monocotiledóneas y dicotiledóneas. Otros osmoprotectores son la prolina beatina, la B
alanina beatina y el dimnetil sulfonio propionato (Rhodes y Hanson 1993). Es muy posible¡ que alguna de estas proteínas se sinteticen durante los tratamientos de sequía que
realizamos, aunque a través de un electroforesis bidimensional es imposible comprobarlo.E La diferencia de expresión entre los tratamientos de sequía fUerte y sequía suave pone de
U manifiesto que las células vegetales reconocen de alguna forma la magnitud del estrés
que sufren y acorde con la circunstancia modifican la expresión génica expresando en¡ cada caso diferentes productos génicos específicos.
Aquellas proteínas que muestren el mismo patrón de expresión en las dos variedadesU deben estar involucradas en un mecanismo generalizado de defensa y/o adaptación al
estrás en la especie Saccharwnofficínarum,
De las 15 proteínas que muestran el mismo patrón de expresión en las dos variedades, 8
E se deben al tratamiento de sequía fUerte, la sequla suave induce dos proteínas y reprime
la expresión de otras 3, mientras que 2 proteínas se expresan como consecuencia deE ambos tratamientos. Esta situación refleja que cuando el estrás es suave la respuesta
¡ implica cambios fisiológicos y de expresión también moderados o suaves, pero cuando la
deshidratación es muy importante, ya que los tejidos pierden el 50% de su peso fresco, la¡ respuesta que muestran las células en nuestro sistema de estudio es la expresión
simultánea de varios genes. Cabe pensar que estas nuevas proteínas estén relacionadas
U con la protección de las células frente al proceso de pérdida de agua.¡ Aquellas proteínas que muestran un comportamiento diferente entre genotipos como
consecuencia de los tratamientos de sequía, deben estar involucradas en la resistencia o
susceptibilidad de ambas variedades, o bien pueden ser proteínas de respuesta general al
E
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E estés hídrico pero que cada genotipo controla de fbrma diferente. Las proteínas que
podrían conferir la resistencia a la sequía a la variedad JA-605 serían aquellas que solo se
E expresan en dicha variedad como las proteínas 32, 49, 50 y 57. Es posible que una sola
u de estas proteínas sea la responsable de la resistencia en esta variedad mientras que en lasrestantes podrían expresarse como una consecuencia d ésta situ ción. Posteriormente
E comentaremos el caso de proteína 32.Los niveles de variación que hemos detectado son semejantes a los obtenidos Damerval
E et al. (1988) al analizar distintos tipos de raíces de Brassica napus durante situaciones de
estrás hídrico. En dicho trabajo se estudia el patrón de proteínas totales por 2D-PAOE y
E de las 424 proteínas que identifican 101 son polimórficas, 52 de las cuales son exclusivasu del tratamiento de sequía lo que representa un 16% del total de proteínas.
Sm embargo el nivel de polimorfismo que detectamos es mucho mayor que el indicado
¡ en otros trabajos donde también utilizan la electroforésis bidimensional. Así King et al.
(1992) analizan los ARNm de trigo y encuentran en hojas 12 proteínas y en raíces 10
U proteínas con expresión diferencial debida a la sequía. Chandíer et al. (1993) en
u cotiledones de guisantes, analizan las proteínas marcadas lii vivo y las diferencias entrelas muestras control y las sometidas a una atmosfera seca durante 10 días se reduce a 7
E proteínas que muestran diferencias cuantitativas.
El alto nivel de polimorfismo que hemos detectado también se observa al comparar conU los resultados de Raniagopal y Can (1991). Analizan la expresión en suspensiones de
¡ caña de azúcar frente al estrés provocado por una alta concentración salina. Aunque el
estrés es distinto, como ya se comentó anteriormente, está también mediado por ABA y¡ provoca cambios de osmolaridad que implican en definitiva la disminución de agua
disponible. Así encuentran 18 ARNm que aumentan su expresión, 8 que disminuyen su¡ nivel de expresión y no observan diferencias cualitativas. Las explicaciones para esta
diferencia pueden ser varias, desde que los genotipos de calla de azúcar utilizados sonE diferentes hasta que la deshidratación provoca más cambios de expresión que la
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concentración salina, o bien que en nuestro trabajo utilizamos un sistema mucho másU resolutivo que el utilizado por Ramagopal y Can que analizan proteínas totales.
u
2.3.-Tratamientos con ABAu
U El ácido abscísico actúa en un gran número de situaciones, como se describe en las
revisiones de Chandier y Robertson (1994) y de Voesenck y van der Veen (1994). Esta
E hormona entre otras fUnciones modula el crecimiento y desarrollo de las planas
u especialmente durante la formación de semillas estando también implicada en la respuesta
a los estreses del medio ambiente que involucranpérdida de agua.
E Los niveles endógenos de esta hormona se han medido en diversas ocasiones, lo que
permite conocer el rango de concentración con actividad fisiológica y los cambios que seE producen en su concentrac¡ón debido a diferentes situaciones. Así en hojas de plántulas
E de trigo la concentración es de 0.27xl0~ M ABA por g de tejido seco y al deshidratar
estas bojas los niveles se elevan hasta 0.5 y 2.5xl0~ M, es decir 2 a 9 veces más que la
E concentración original (Berge et al., 1989). El nivel del ABA también aumenta
notoriamente en la maduración del embrión, por ejemplo en las semillas de cebadaE durante el desarrollo del embrión el nivel de esta hormona fluctúa de 0.5 a 2x104 M por
E g de tejido seco (Monis et al., 1991). La concentración hormonal no se eleva solo en la
embriogénesis cígótíca sino también en los embriones somáticos. En los callos
E embriogénicos de calla de azúcar la concentración es de 87. lxlO-9 M mientras que en
los callos no embriogénicos es de O.5x100 M por g de tejido seco (Guiderdoni et al.,E 1995).
E En nuestro trabajo para analizar los cambios de expresión que provoca esta hormona
utilizamos un medio de cultivo con concentración de ío~ M y la duración de!
E tratamiento fue de 24 h. De esta forma se trata de imitar la elevación de la concentración
E
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u endógena de ADA que se produce en algunas situaciones como mencionamos en elpárrafo anterior.
E La concentración de 10~ M está dentro del rango de concentraciones descritas en la
literatura. Hasta el momento no hay descrito en la literatura un efecto tóxico de estaE hormona pero al realizar tratamientos con ADA 10.2 M, los callos se fenolizaban a los 4
E días y eran incapaces de regenerar.
Cuando se compran ios patrones de los callos control y los callos tratados con ADA, es
E cuando se observa el mayor número de proteínas diferenciales, 55 en total y dentro de¡ cada variedad 46 en JA-605 y 45 en C-8751. Esta situación de elevado polimorfismo se
puede apreciar claramente en el análisis de componentes principales donde el tratamiento
¡ con ADA es la situación que más se diferencia de los callos control y se corresponde con
la acción del ADA en diversas situaciones (Chandíer y Robertson, 1994). La acción del
¡ ABA parece encontrarse bajo un control en ocasiones distinto para los diferentes
genotipos como demuestran las 20 proteínas con diferencias en el patrón de expresiónE entre ambas variedades.
¡ A todas estas proteínas nos referiremos a continuación al comparar aquellas que
intervienen en la embriogénesis y/o en la sequía.
U
¡ 2.3. 1.-Embriogénesis yABA
¡ Durante la enibriogénesis cigótica, cuando el embrión comienza a madurar y empieza la
E síntesis de las proteínas de reserva se elevan los niveles endógenos de ADA hasta llegar a
un máximo justo antes de que la semilla entre en dormancia (Rock y Quatrano, 1995) y
E luego este nivel decae hasta ser indetectable en las semillas secas. Esta correlación entre¡ concentración hormonal y desarrollo embrionario hace suponer que el ADA pueda tener
un papel importante durante la embriogénesis como ya comentamos. El papel que juega
E el ADA en la fase tardía de la embriogénesis se pone de manifiesto con la existencia de
¡
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u mutantes relacionados con ADA. Los mutantes denominados vivíparos de Arahidopsis ymaíz, en los que el embrión germina precozniente, cuando la semilla está aún unida a la
planta madre, son incapaces de sintetizar ALBA o bien son insensibles a la hormona (Mc
Carty et al., 1989; Koornneefet al., 1982). Por otra parte cuando se agrega el inhibidor
¡ de la síntesis de ADA, la fluoridona, a las semillas de maíz durante su desarrollo se
U produce la germinación precoz de los embriones <Mole et al., 1989).
La acción del ALBA sobre la expresión génica durante la embriogénesis también se ha
¡ estudiado como demuestra Dure 111 et al. (1980) al que ya mencionamos anteriormente.
E! grupo de proteínas que posteriormente denominaron Lea, que aparecen en la
E embriogénesis tardía de las semillas de algodón, y desaparecen rápidamente durante la
¡ germinación, se puede inducir prematuramente si se incuban las semillas con ABX Esta
situación se repite con los ARNm de las proteínas Lea de tngo (Berge et al., 1989),
¡ cebada (Hong et al., 1988) y arroz (Mundy y Chua, 1988) que pueden reaparecer en las
pléntulas si éstas se tratan con ADA. El análisis de nuestros datos reveló que solo dos
E proteínas tenían el mismo patrón de expresión en las dos variedades, que como ya se¡ discutió en ]a sección de embriogénesis, deben ser las únicas flindamentaJes para la
misma. El tratamiento con ALBA y la fase más tardía de la embriogénesis, cuando el¡ embrión se conviene a plántula producen la inhibición de estas dos proteínas. Como ya
mencionamos, el ADA se eleva en la embriogénesis tardía, por lo que parece probable
¡ que estas sean unas proteínas que se inhiben durante la conversión de los embriones.
Hasta el momento no se han descrito promotores represibles por ARAL y aún menos en la
embriogénesis donde hasta ahora solo se han descrito proteínas inducidas por ARAL pero
¡ no se puede descartar que esta hormona pueda reprimir la transcripción de algunos
genes, como ocurriría e nuestro caso
¡ Sin embargo si hubiéramos analizado un único genotipo el resultado sería completamente
diferente ya que se observa un distinto comportamiento entro variedades. Así, si sehubiera trabajado solamente con la variedad C-875 1 hubiéramos detectado un mayor
U número de proteínas que se regulan tanto por el tratamiento con ADA como durante T2,
E
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detectando en esta variedad proteínas que se expresan durante la embriogénesis tardía y
también se inducen por ALBA, como muchos de los genes Lea descritos (Dure Iii et al.,
1989).
Debemos mencionar de nuevo el hecho de que en los embriones somáticos de zanahoria
(Zimmerman, 1993) los genes Lea se inducen en etapas muy tempranas de la
embriogánesis, así como que los cultivos embriogénicos de caila de azúcar tienen
concentraciones elevadas de ADA (Guiderdoni et al., 1995) no siendo por tanto
asimilables la embriogénesis in vivo e in vitro en estos aspectos. Por lo tanto, debido a
estas dos situaciones es pasible que en nuestro caso existan proteínas que se estén
induciendo en los callos TO, lo que nos llevaria a infravalorar la cantidad de proteínas
polimórficas inducidas por ADA y/o embriogénesis.
Al igual que en el caso de la embriogénesis la expresión de los genes Lea in vivo e in
vitro solo se analiza en una única variedad de la especie que se esta estudiando. Sin
embargo nuestros datos, demuestran que la expresión durante la embriogénesis tanto
mediada por ALBA como independientemente de esta hormona está claramente
controlada de forma diversa en distintas variedades.
Estas proteínas que muestran una expresión diferencial entre variedades probablemente
no estarían implicadas directamente en la embriogénesis sino que se regularían
diferencialmente como consecuencia del aumento de concentración de ADA que se
produce en ese periodo.
2.3.2. -Estrés hídrico yABA
Inmediatamente después de una situación de estrés hídrico se elevan los niveles
endógenos de ALBA, como ya comentamos anteriormente. Las proteínas inducidas
debido a la disminución del potencial agua se pueden dividir en dos categorías: las que se
1
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U regulan por ALBA y las que no. Quarrie (1990) refleja esta situación al analizar por 2D-PAGE las proteínas marcadas in vivo con en plántulas de arroz sometidas a sequía,
¡ encontrando tres proteínas que aumentan su expresión debido al tratamiento, dos de las
cuales también aumentan su expresión por tratamiento clon ALBA. Sin embargo en otros
¡ casos todas las proteínas inducidas por estrés hídrico también se expresan en los
¡ tratamientos con ADA, como en plántulas de maíz, en las que se analizan electroforésis
bidimensionales de proteínas marcadas in vivo (Heikkila et al, 1984), o en las proteínas
U totales de plántulas de Phaseoulus vulgaris (Covarrubias et al., 1995).
Nuestros resultados, tanto en la variedad resistente como en la variedad sensible a la
U sequía, están de acuerdo con el trabajo de Quarrie, ya que encontramos proteínas de
¡ sequía que se inducen por ALBA y otras que no lo hacen. Es de destacar que gran parte
de las proteínas que discutimos anteriormente al referirnos a los tratamientos de sequía y
¡ que mostraban el mismo patrón de expresión en las dos variedades, también modifican su
expresión por el tratamiento de ALBA. Las dos variedades difieren en su respuesta a la
E sequía ya que una variedad es resistente y la otra es sensible a la deshidratación, pero
¡ ambas variedades expresan un gran número de proteínas del mismo modo, como todo el
grupo de proteínas que se regulan por ALBA y sequía fuerte o por ALBA y sequía suave.¡ Estas proteínas demuestran que las células reconocen el nivel de deshidratación al que se
ven sometidas y pueden desencadenar dos tipos diferentes de respuestas aunque estén
U mediadas por ALBA. En lo referente a las proteínas que mostraban una expresión
¡ diferente entre variedades durante la sequía y por lo tanto que podrían estar involucradas
en conferir resistencia a la sequía a la variedad JA-605, se puede decir que
3 aproximadamente la mitad son reguladas por ARAL y la otra mitad no lo están.
Entre las secuencias que se expresan durante la sequía pero no son inducidas por la¡ acción del ADA se encuentran dos genes descritos por Guerrero ex al. (1990) y¡ Yamaguchi-Shinozaki et al. <1992) en guisante y Arabidopsis respectivamente. Sus
secuencias se caracterizan por tener 6 dominios de unión a membrana y una estructura en
3 forma de canal por lo que posiblemente su función sea facilitar el movimiento de agua
U
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U desde la vacuola al citoplasma. Posiblemente alguna de las proteínas que hemos
detectado que se inducen por sequía y no por la adición de ADA exógeno, sea similar a3 alguna de estas secuencias tanto entre las que muestran la misma expresión en ambasE variedades como las que no lo hacen.
Entre las secuencias descritas que se inducen por situaciones de sequía y por
U tratamientos con ARAL se encuentran los genes le 16 y le 4 de tomate (Plant ex al. 1991 y
Cohen ex al. 1991) ambos se expresan solo en tejido vegetativo y se diferencian en que
U el primero nunca se expresa en la raíz. En nuestro caso solo analizamos la expresión
génica en callos embriogénicos, por consiguiente es posible que existan otras diferencias
de expresión que no estemos considerando, ya que es posible que la resistencia seU exprese a un nivel fisiológico, de rango superior al celular. En nuestro sistema solo los
mecanismos de resistencia celulares serían detectables por lo que es posible que alguno
¡ de los genes implicados en la resistencia no estuvieran activados o fueran inhibidos por
¡ las condiciones de cultivo. Se puede concluir que las células pueden responder frente a
una situación de estrés hídrico a través de la acción del ARAL o independientemente de
¡ esta hormona y que en cualquiera de estas dos alternativas se pueden expresar unas
determinadas proteínas en respuesta a una fuerte disminución del potencial agua de la¡ célula u otras diferentes si la deshidratación es suave.
U 2.4.-Análisis conjunto de las situaciones estudiadas
E
Como ya se descrito a largo de esta discusión entre las numerosas proteínas que seU traducen durante la embriogénesis tardía, muchas de ellas se pueden inducir precozmente
U por la adición de ADA y estarían involucradas en el proceso de adaptación que debesufrir el embrión cigotico para superar el peñado de donnancia. Por lo tanto la
U embriogénesis, la respuesta al estrés hídrico y a la presencia de ALBA exógeno comparten
mecanismos de regulación conjunta y consecuentemente un cierto número de proteínasU se induciran o reprimirán de una forma coordinada.
¡
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U Precisamente para evaluar si existen mecanismos coordinados de regulación de algunas
de las proteínas se realiza un análisis conjunto de todas las situaciones analizadas. La
U comparación de todos los patrones simultáneamente permite ver distintas situaciones que
U quedaban enmascaradas durante los diferentes análisis parciales y son las que sediscutirán en este apilado.U No hemos encontrado en las dos variedades ninguna proteína cuya inducción se
promueva unto por el proceso de embriogénesis como por la sequía o por la adición de
1 ALBA, como ocurre en alguna de las proteínas LEAL. Sin embargo es posible que estemos
considerando alguna proteína de este tipo como constitutiva, ya que los callos control
E son embriogénicos y todos los tratamientos se realizan en este caflo.(Ver discusión¡ previa).
A] analizar las variedades por separado si encontramos algunas proteínas que muestran
¡ una regulación semejante por embriogénesis, ARAL y sequía. Estas proteínas podrían ser
diferenciales entre variedades debido al hecho de que ambos genotipos difieren en la
¡ resistencia al estrés hídrico, siendo posible que sean proteínas implicadas en la respuestaU a la sequía reguladas por ABA, y que se expresan en las otras dos situaciones por la
presencia de la hormona en los últimos estadios de la embriogénesis o por la aplicación
3 exógena de la misma
El análisis conjunto de todos los datos también muestra que prácticamente la mitad de las
1 proteínas polimórficas presentan el mismo patrón de expresión en las dos variedades.
¡ Esta situación queda reflejada en el análisis de componentes principales donde se observa
un agnipamiento espacial por tratamientos, apareciendo las variedades siempre juntas
U - frente a las diferentes situaciones analizadas.
Al observar la tabla conjunta de las proteínas se desprende que solo tres proteínas se
U expresan en una única variedad mientras que en la otra no se puede detectar su presencia¡ en ninguna de las situaciones estudiadas. Una de estas proteínas es la 42 que solo se
expresa en la variedad C-875 1 durante TO, TI y sequía suave. Las otras dos proteínas
U
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únicamente se tradujeron en la variedad JA-605 como consecuencia de los tratamientos
de sequía (proteína 32) y de ADA (proteína 33).
Era de esperar que fueran muy pocas las proteínas que se expresaran en una única
variedad no solo por el hecho evidente de que son dos variedades de la misma especie
sino porque como ya describimos el análisis de componentes principales, muestra que
ambos genotipos responden más o menos de la misma manera.
Esta situación pone de manifiesto que la resistencia a la sequía de la variedad JA-605 se
debería a una regulación distinta sobre las mismas secuencias que comparte con la otra
variedad y/o por la acción de unas pocas proteínas que las diferencian. Este último caso
corresponde a las proteínas 32 y 33 que mencionamos anteriormente siendo la primera
una posible proteína de resistencia.
Asimismo el análisis de todos los datos muestra que la proteína 29 es claramente una
proteína que se induce durante la embriogénesis y no se induce su expresión ni por
adición de ADA o por la deshidratación. Anteriormente cuando analizarnos las
situaciones embriogénicas esta proteína no fUe considerada como de importancia para el
desarrollo ya que se regulaba diferencialmente dependiendo de la variedad. Sin embargo
queda claro que es una proteína de embriogénesis tardía y de germinación que muestra
una diferencia temporal de expresión controlada por el genotipo. Estas diferencias
temporales podrían relacionarse con el comportamiento in vitro no siempre idéntico de
las dos variedades. También hemos detectado otra proteína de embriogénesis tardía o
germinación que se induce, en este caso, durante el tratamiento de sequía suave (proteína
30). Hasta el momento no se ha citado ninguna proteína con este tipo de regulación en la
aún no demasiado extensa literatura. Esta es la primera descripción de una proteína de
embriogénesis tardía que se induce por sequía sin estar esta regulación mediada por
ALBA.
De este análisis global de resultados queda por mencionar el hecho de que los tres
tiempos de embriogénesis aparecen representados, en el análisis de componentes
principales, muy cercanos entre si como era de esperar debida al bajo número de
U
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1 proteínas que parecen directamente relacionadas con la fUnción embriogénica en nuestros
análisis Este gráfico(.pag.72) también muestra que el tratamiento de sequía suave aparece3 muy cercano a los tiempos de la embriogénesis, por lo que parece claro, que esta sequía
suave se asemeja a la deshidratación que debe sufrir un embrión cigótico durante su
E desarrollo al entrar en la etapa de dormancia. Aunque las semillas pierden prácticamente
¡ el 90% de su peso en agua, este proceso debe ser lento y progresivo, como en las
semillas de soja donde dura unos 20 días (Goldberg et al., 1989). Parece bastanteU probable por lo tanto, que las proteínas que se inducen durante la embriogénesis para
hacer frente a la sequía y entrar en dormancia, deben ser aquellas que se pueden inducir
¡ por el tratamiento de sequía suave, como la proteína 30 que mencionábamos
1 anteriormente.
¡ 3.-ANÁLISIS DEL CLON CM1
E Durante la fase final del desarrollo de las semillas tanto en monocotiledóneas como en
¡ dicotiledóneas se acumula en el embrión un grupo de productos génicos que incluye a
varias proteínas como la lectina, el inhibidor de la amilasa, proteínas de membrana,
1 proteínas de reserva y un número considerable de proteínas cuya función aún no se
conoce pero que parecen estar relacionadas con la capacidad del embrión para tolerar la
U desecación entre estas últimas se encuentra la proteína Em de trigo. esta proteína
también se acumula en tejido vegetativo en respuesta al estrés hídrico y es inducible por1
ARAL.¡ Esta respuesta al ADA del gen Em de trigo, es independiente del tipo de tejido (Rock y
Quatrano, 1995) razón por la cual ha sido estudiado, entre otros, para tratar de conocer
¡ el control de la expresión génica mediada por PIBA. Marcotte et al. (1988) han
demostrado que una región de 646 pb del promotor es necesaria y suficiente para¡ conferir la respuesta al ARAL de este gen. Dentro de esta región del promotor se3 realizaron ensayos de deleción (Marcotte et al., 1989) y analizando la expresión
¡
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transitoria del gen GUS se identificó una región de 62 pb que contiene el elemento
E especifico de respuesta al ABA al que se denominó ABRE por ADA Responsive¡ Element. Dentro de este elemento ABRE existen dos cajas altamente conservadas que se
denominaron Emia y Em2. Si se producen mutaciones en la caja Emia la respuesta al
1 ALBA se pierde por completo o se reduce muchísimo (Guiltinan et al., 1990) por lo que
es muy probable que esta caja de 8 pb sea la responsable de conferir esa capacidad de¡ respuesta a la hormona.
Esta secuencia está conservada en genes regulados por PIBA como los Rab en arroz
(Mundy et al., 1990) o en numerosos genes Lea de algodón (Baker et al., 1988) entre
U otros, y también en genes inducidos por heridas como en el promotor del inhibidor II de
la proteinasa de tomate (PI-II) (Keil et al., 1986). A esta caja Emía se une la proteína¡ reguladora denominadas “bzlPproteins” o proteínas de cremallera de leucina, EmBP- 1,
que pertenece a una familia de proteínas altamente conservadas que reconocen¡ secuencias de la zona promotora de numerosos genes (Guiltinan y Miller, 1994). Si en laU caja Emía se produce la substitución de 2 pb, la proteína EmBP-1 es incapaz de unirse
por lo que cuando se analiza la expresión génica regulada por ARAL se observa que esta
¡ se reduce. Por lo tanto es la unión de esta proteína a la caja ADA la que contraía la
respuesta al ADA.¡ Además la caja ABRE es exactamente igual al motivo G-box que se encontró en1 numerosos promotores de levaduras (Donald et al. 1990), en promotores de plantas
regulados por luz visible y ultravioleta como la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa
¡ (Qiulano et al. 1988) o en el promotor de la alcohol deshidrogenasa 1 de maíz que se
induce anaeróbicamente.1 También se pueden encontrar secuencias muy parecidas al motivo ABRE/G-box en las
regiones promotoras de genes de bacterias, virus y mamíferos.
Todos estos datos revelan que estas cajas o motivos están muy conservados,3 manifestando la importancia de estas regiones reguladoras.
E
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¡ Como se ha visto en la parte de resultados, la secuencia del gen Em está también
altamente conservada no solo en las monocotiledóneas sino también se ha detectado en
numerosas dicotiledóneas.
La comparación de secuencias muestra que es una proteina altamente conservada con1 niveles de identidad superiores al 90% entre las proteínas de las gramíneas. Incluso estos
1 niveles son altísimos a] comparar con dicotiledóneas, aunque las monocotiledóneas y las
dicotiledóneas hayan divergido en un período que abarca de los 150 a los 300 millones
E de abs. Incluso entre las gramíneas que muestran el grado de homología más cercano a
la secuencia del clon CMI, como maíz y cebada, la divergencia ocurrió hace unos 50U millones de abs (Zurawski et al., 1984). A pesar de este alto grado de homología exiten
casos como es el de la cebada en que los miembros de la familia, B19, presentan
diferencias en la longitud de la proteína, si bien las secuencias comunes mantienen una
1 alta homología entre si y con los genes homologas de otras especies.
El hecho de que sea una proteína tan claramente conservada, que se expresa durante la
¡ embriogénesis tardía en especies muy diferentes tales como trigo o Arab¿dops¡s indica
que deben ser muy importantes para la supervivencia del embrión cigótico.U Estas secuencias se encuentran en un número muy bajo de copias en el genoma. En
¡ especies diploides parece un gen de copia única como el gen Emb 564 de maíz (Williams
y Tsang, 1991) o en zanahoria el gen EMB-l (Wurtele et al., 1993). En trigo, una
U especie hexaploide, el gen Em (Litts et al., 1987) pertenece a una pequefia familia
multigénica, de unos 10 miembros que presentan un grado de homología elevado ya que
¡ los distintos fragmentos de restricción hibridan aproximadamente con la misma
U rntensidad
El clon CMl está representado en el genoma de calla de azúcar por pocas copias. Aquí
U al igual que en el caso de trigo, debemos tener presente que la calla de azúcar es una
U especie octoploide. El número de copiases de 10 aproximadamente.En lo que se refiere a la expresión d estas secuenci s, como ya se explicó en la¡ introducción, los genes Em de trigo y los genes Emb 564 y Emb 5 de maíz entre otros se
U
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diferencian en su patrón de expresión pues mientras el primero se puede inducir por
¡ ADA o estrés hídrico en cualquier tejido, los genes de maíz entre otros solo se expresan
U en tejido embriogénico y nunca se pudo detectar su expresión en tejidos vegetativos
tratados.
U El clon CMI presenta un patrón de expresión diferente a cualquiera de los descritos
anteriormente, puesto que aunque detectamos su expresión en los embriones somáticosU El y E2, si bien el nivel de expresión es muy bajo, no se induce en el callo embriogénico
¡ ni con ALBA ni en los tratamientos de sequía.
El bajo nivel de hibridación no se debe a alguna causa técnica ya que la sonda hibrida
¡ fUertemente con el gen Em de trigo, utilizado como control positivo que como hemos
visto es prácticamente idéntico a la secuencia de caña de azúcar, y ambos poseen un
E intron, de aproximadamente la misma longitud, por lo cual no se puede pensar que el¡ intron interfiera en la hibridación de la sonda ya que lo haría también con el gen de trigo.
Por esto parece evidente que la baja intensidad que se observa en la hibridación es el
¡ reflejo de un bajo nivel de expresión.
Es posible que la diferencia en el nivel de expresión se deba a que en la mayoría de las
¡ especies se analiza el comportamiento de estas secuencias en embriones cigóticos y no en
somáticos. Se ha descrito que la expresión de los genes Lea tiene lugar tanto en1
embriones cigóticos como somáticos de zanahoria (Zimmerman, 1993). Sin embargo el¡ patrón de expresión es completamente diferente ya que en embriones somáticos se
detectan, estos genes propios de la embriogénesis tardía, en estadios tan tempranos
¡ como los embriones globulares o incluso las masas proembriónicas, como ya hemos
comentado anteriormente.U Sin embargo el nivel de expresión del gen EMB-I (Wurtele et al., 1993) durante la
1 embriogénesis somática es un poco más bajo que los que se muestran en el embrión
cigótico, Esta puede ser la razón por la cual en nuestro caso los niveles detectados son3 tan bajos.
E
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U3 Por otro lado el único gen de una monocotiledónea estudiado en los dos tipos de
embriogénesis, gen HyPRP (José-Estanyol et al., 1992), solamente se expresa durante la
¡ embriogénesis cigótica. Esto podría indicamos un comportamiento diferencial entre
mono y dicotiledóneas si bien podría ser una situación particular de este gen.
¡ En cualquier caso el comportamiento frente a ALBA y tratamientos de sequía no parece
¡ asimilable a ninguno de los descritos ya que si bien existen diferencias entre especies, en
cuanto a la expresión de los genes Em en tejidos somáticos tratados con ADA, en todos
1 los casos descritos la expresión de este gen se incrementa en los embriones cigóticos en
presencia de la homona3 Desconocemos cual es el motivo de esta falta de expresión puesto que no parece lógico
que una secuencia tan altamente conservada en la evolución y con un comportamiento enU
su expresión igualmente conservado, no se vaya a comportar de una manera semejante1 en caña de azúcar. Quizás las condiciones en que se realizan nuestro experimento
resultan inhibitorias para su expresión. Se podría tener en cuenta que en nuestros
¡ tratamientos el 2,4-D está siempre presente, mientras que en los trabajos a los que antes
nos hemos referido, realizados en condiciones in vitro, esta auxina está ausente.U Igualmente durante los procesos in vivo se conoce que la concentración de LALAL
1 disminuye drásticamente al final de la fase de torpedo, momento en el que comienza a
incrementarse la concentración endógena de ADA y a expresarse el gen Em. La posible
¡ relación entre el 2,4-1) y la falta de expresión de Em necesita ser comprobada.
1
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
Se pudieron establecer cultivos altamente embriogénicos en las dos variedades
utilizadas.
La base de la hoja inmadura resultó un expiante idóneo para el establecimiento de callos
embriogénicos.
En los dos genotipos los explantes de la zona 2 formaron más callo embriogénico que
los explantes de las zonas 1 o 3.
Los callos que se formaron de explantes de la zona 1 presentaron el nivel más alto de
regeneración y conversión.
La comparación de las dos variedades reveló que el genotipo C-875 1 regenera en un
nivel mas alto que la otra variedad tanto in vivo como in vitro.
La electroforesis bidimensional de proteínas traducidas it; vuro se reveló como un buen
método para el análisis simultáneo de cambios en la expresión génica. Se detectaron 67
proteínas polimórficas al comparar los patrones obtenidos entre los distintos tiempos de
embriogénesis, los tratamientos con ARAL y los de deshidratación.
Se encontraron cuatro proteínas relacionadas con la embriogénesis. Estos datos están de
acuerdo con lo publicado por otros autores.
El mayor número de proteínas diferenciales aparecen en el tratamiento con ALBA,
observándose dieciseis proteínas variables en ambos genotipos (23.8%).
La respuesta al estrés hídrico puede ser dependiente o independiente del ALBA y en
ambos casos las células pueden responder de forma distinta a un estrés hídrico fUerte o
moderado, Se encontraron seis proteínas que responden a la sequía fUerte y a la adición
del ARAL (8.9%) y dos proteínas que se regulan debido a la sequía suave y al ARAL
(2.9%).
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La proteína 32 podría estar relacionada con la resistencia a la sequía de la variedad JAL-
605.
Se aisló un clon correspondiente a una secuencia parcial de los genes Lea denominados
de tipo Em.
El análisis de la secuencia mostró que a nivel de exones, ésta tiene una alta homología
con los genes antes descritos.
La expresión de este clon difiere de la indicada para los genes homólogos de otras
especies, encontrándose niveles muy bajos de ARNm durante la embriogénesis. No se
pudo inducir su expresión por tratamientos de ALBA ni de sequía. Se desconoce la causa
de este comportamiento.
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